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levads

Misdienas pieaug multirezistentu mikroorganismu infekciju izplatiba,
savukart efektivu antimikrobialo lidzeklu klast arvien mazak (1). Eiropas
Slimibu un profilakses un kontroles centrs 2022. gada zinoja, ka antibakteriala
rezistence ierosina vidgji 35 tukstoSus naves gadijumu Eiropas Savieniba un
Eiropas Ekonomikas zona, 1,27 miljonu naves gadijumu pasaulg, tapéc Eiropas
Komisija 2022. gada julija ierindoja antimikrobialo rezistenci ka vienu no trim
bitiskakajam veselibas problémam (2). Eiropas Savieniba ir izveidots ricibas
plans mikrobialas rezistences mazinasanai, kur§ ticis atkartoti parskatits un
lidzeklu un alternativu metozu izstradi multirezistentu mikroorganismu
izplatibas ierobeZo8anai (3). Viena no $adam metodém ir bakteriofagu terapija,
kuras lietoSana pedgjos gados tiek pétita arvien vairak, tomér p&tjjumu skaits ir
nepietiekams.

Bakteriofagus pirmoreiz ir aprakstijis Viljams Tvorts 1915. gada un
Felikss d’Erells 1917. gada. Neilgi p&c tam tos saka izmantot infekciju arstésana,
bet l1dz ar antibiotiku atklasanu un plasu lietoSanu tie tika aizmirsti, jo to terapija
ir salidzino$i grutaka un efektivai lietoSanai sarezgitaka neka antibiotikam.
Bakteriofagi jeb fagi ir bakteriju virusi, kas tiesa tulkojuma no grieku valodas
nozimé “bakteriju €daji”. Fagiem piemit unikala sp&ja inficét bakterijas un,
veidojot bakterija jeb saimniek$tna jaunas virusu dalinas, bakteriju lizét. Sis
Ipasibas dé| bakteriofagi ir potencials lidzeklis cina pret patogénajam bakterijam,
Tpasi pret tadam, kuram ir izveidojusies rezistence pret antibakterialam
vielam (4). Fagiem galvenokart ir raksturigs saimniekorganisma sugas un celma
specifiskums (5, 6), tadel ir butiski identificét bakterialo ierosinataju un
piemeklet tam atbilstoSo bakteriofagu veiksmigai terapijai. Lidz §im par $ada
veida pétijumiem Baltijas valstu regiona nav publiski pieejamu datu. Saskatot

perspektivu $ada personalizeta terapijas pieeja pret multirezistentiem bakteriju
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celmiem un to ierosinatam infekcijam, atseviskas valstis tiek veidoti regionali
fagu centri, pieméram, Belgija, Polija un Vacija. Sobrid vérojama fagu terapijas
atkartota interese un ievieSana kliniska prakse.

Vieni no biezakajiem kliniski nozimigajiem mikroorganismiem ir
S.aurues, E. coli un P. aeruginosa. Tie spgj ierosinat sadzivé iegiitas un
nozokomialas infekcijas, urincelu infekcijas, endokarditu, peritonitu, briicu un
citas infekcijas. S. aureus ir biezakais peritonealas dializes (PD) katetra izejas
atveres infekcijas ierosinatajs, ka arT ierosina PD asociétu peritonitu 6—
14 % gadijumu (7-9). Ta ierosinatajam peritonitam ir lielaks recidivu, katetra
nomainas un naves risks (10-12), kur butisku lomu spélé dazadie bakterijas
virulences faktori, ka viens no tiem ir baktérijas sp&ja veidot biofilmas (13, 14).
Atseviskas kliniskas situacijas, pieméram, urincelu infekcija (UCI), baktériju
veidotas biofilmas ir iesaistitas slimibas attistiba lidz pat 60 % gadijumu (15).
Biezakais UCI ierosinatajs ir E. coli (16, 17), kuram ir plasa antibakterialas
rezistences un biofilmas veido$anas sp&ja. Antibiotiku jutigu baktériju veidotajas
biofilmas to koncentracija biezi ir subinhib&josa, tas rada nepietickamu
antibakterialo efektu un var veicinat baktérijas veidot vél izteiktaku biofilmu
(18,19). Savukart hronisku brii¢u infekciju gadijuma baktériju veidotas
biofilmas nozime ir vérojama lidz pat 78,2 % gadijumu (20). P. aeruginosa ir
izaicino$s komplictu brii¢u ierosinatajs ar augstu slimibas recidiva iesp&ju. Tas
ir skaidrojams ar baktérijas straujo un plaso antibakterialas rezistences attistibu,
multipliem virulences faktoriem un izteiktu biofilmas veidoSanas sp&ju, kurai ir
iz8kiro§a loma hroniskas bakteridlas kolonizacijas attistiba (21, 22). Sadu
infekciju arst€Sana ir kompleksa un ietver ka antibakterialu terapiju, ta ari
kirurgisku arsté$anu ar nekrektomiju (23).

Bakteriofagiem piemit sp&ja degradet biofilmas struktiiru, jo tie produce
vielas, kuras sp&j to noardit, pieméram, polisaharidu depolimerazes un lizinus,

péc kuru iedarbibas fagi spgj sasniegt biofilmas dzilakos slanus (24-26). Sis
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Tpasibas padara fagus par potencialiem antibakterialiem agentiem, kurus var
izmantot multirezistentu un biofilmu asoci€tu infekciju ierobezo$ana. Pieejamie
dati par bakteriofagu efektu ar biofilmam asoci€tu infekciju arstéSana ir ar
atSkirigiem rezultatiem, kas saistams ar multipliem mainigajiem faktoriem,
pieméram, dazadiem bakterialiem ierosinatajiem un dazadiem bakteriofagiem,
kuri tiku$i izmantoti ar antibiotikam vai bez tam.

Sobrid nav pieejamu plasu klinisko péffjumu datu par fagu efektu
kliniskas situacijas, tomér esoSie dati pietickami parliecino$i parada, ka fagu
terapija ir droSa. Pietriikst zinatniski pamatotu un sistémisku datu par fagu
ievades veidiem, devam, farmakokingtiku un farmakodinamiku, fagu rezistences
attistibu un mijiedarbibu ar antibiotikam (27, 28). Visbiezak fagu terapija tiek
izmantota kombinacija ar antibiotikam, lai panaktu velamo efektu. Tomér ne
vienmer fagu un antibiotiku mijiedarbiba var biit viegli paredzama, ta var bt
sinergiska, aditiva, bet reiz€ém pat antagonistiska, ko galvenokart nosaka faga
dzives cikls bakterija, antibiotikas darbibas mehanisms un So abu lidzeklu
izmantoSanas ilgums un seciba (4, 29). Lai precizi defin€tu §is mijiedarbibas,
nepiecieSami plasi un sistémiski pétijumi, jo fagu terapija tiek izmantoti loti
dazadi un savstarpgji atskirigi virusi.

Ne mazak svarigs ir bakteriofagu rezistences attistibas process un ta
nozime bakteriofagu terapija. Zinams, ka pret fagiem rezistentu baktériju klonu
veidoSanas attistiba notiek pat arstéSanas laika, tap&c fagu terapija parasti tiek
izmantoti vairaki fagus saturosi kokteili, ka ari terapija tiek papildinata ar
antibiotikam (30, 31). Btiska ir baktérijas genétiska mainiba fagu terapijas laika,
vairaki petijumi ir paradijusi, ka kombinacija ar fagu rezistenci mainas bakterijas
virulences faktoru ekspresija un var notikt eso$o rezistences mehanismu izzu$ana

pret antibiotikam, kas veicina infekcijas izarstésanu (32, 33).

12



Sie apsvérumi padara bakteriofagu terapiju par perspekfivu iesp&ju
multirezistentu un ar biofilmu asoci€tu infekciju arst€sana, tomér, iztrukstot
galvenokart kliisko pétjjumu datiem, fagu izmantoSana saglabajas ka
eksperimentala terapija. NepiecieSami petijumi vairakos bakteriofagu lietoSanas
aspektos, 1pasi kliniska lietojuma. Nemot véra fagu daudzveidibu un to
iespgjamas dazadas kombinacijas ar antibiotikam, svarigi izvertet fagu iedarbibu
biofilmas ar un bez antibiotikam in vitro. NepiecieSams vértét ne tikai
efektivitati, bet arT bakterialo mainibu, pieméram, bakteriju rezistences attistibu
pret fagiem un bakteriju antibakterialas rezistences mainibu fagu terapijas

ietekme.

Darba merkis
Izverteét bakteriofagu antibakterialo efektu un mijiedarbibu ar
antibiotikam atsevisku multirezistentu un biofilmu veidojosu infekeiju in vitro

modelos un dzivibai apdraudoso klinisko situaciju arst€sana.

Darba uzdevumi

1. Izvertet S. aureus kolonizacijas biezumu peritonealas dializes
pacientiem, to biofilmas veido$anas sp&ju un bakteriofagu darbibas
efektivitati, analiz&t kolonizacijas ietekmi uz PD iznakumiem.

2.  Noteikt un izvertét bakteriofagu un to kombinaciju ar antibiotikam
antibakterialo un biofilmu eradikacijas efektu uropatogéno E. coli
kulturas.

3. Vertét bakteriofagu rezistenci un tas attistibas biezumu izoletajas
bakterijas, ka arT veikt bakteriofagu adaptaciju rezistences

parvarésanai.
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4. Izvertet fagu kokteila BFC 1.10 darbibas efektu kombinacija ar
ceftazidimu/avibaktamu multirezistenta P. aeruginosa osteomielita
terapija un laboratorijas apstak]os.

5. lzvertet bakteriofagu PNM un PTO7 un to kombinaciju ar
antibiotikam Iitisko efektu multirezistentas P. aeruginosa LVAD

infekcijas arsté$ana un laboratorijas modelos.

Darba hipoteze
Bakteriofagiem un to kombinacijai ar antibiotikam ir multirezistentu

bakteriju biofilmu eradikacijas spgja.

Darba novitate

Pétnieciskaja darba ir veikta padzilinata bakteriofagu terapeitiska efekta
izvertéSana biofilmu asociétu, ka arT multirezistentu infekciju arsté$ana. Petijjuma
ir izverteti dazadi faktori, ka fagu rezistence, bakteriju sp&ja veidot biofilmas,
fagu mijiedarbiba ar antibiotikam, Kuri nosaka fagu litiska efekta atSkiribas
planktoniskajas §tinas un bakteriju biofilmas.

Verteta bakteriofagu un to kombinacijas ar antibiotikam Iitiska darbiba
antibiotiku jutigas un multirezistentas bakteriju kulttiras, ka ari izvertéts biofilmu
eradikacijas efekts, izmantojot dinamisku biofilmas modeli. Noteikta
bakteriofagu mijiedarbiba ar antibiotikam, ka ari vértéta to optimala
lietoSanas seciba.

Izverteta bakteriofagu rezistences veidoSanas, tas attistibas biezums
biofilmu inhibicijas modelos. [zmantota bakteriofagu adaptacija, lai parvarétu
bakteriofagu rezistenci.

Sis ir viens no daziem darbiem, kur fagi lietoti pacientiem sarezgitas
kliniskas situacijas, ka ar ir pirmais pétijums pasaul€ (cik autoram zinams), kur

to lietojums apsverts peritonealas dializes pacientiem. Lidz §im Latvija nav
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publiski pieejamu datu par bakteriofagu terapijas lictoSanu un tas efekta

vertejumu biofilmu asociétas multirezistentas infekcijas.

Personigais ieguldijums

Darba autors ir veicis zinatniska un kliniska darba planoSanu,
organizg&sanu, piedalijies visos pétjjuma posmos. levacis biologisko materialu
(bakteriju kulturas), apkopojis pacienta datus, izstradajis arsté$anas planu.
Raksturojis bakterijas, nosakot antibakterialo jutibu, bakteriofagu jutibu, veicis
bakteriofagu adaptaciju un bakteriofagu efekta izvérteSanu biofilmu modelos.
Autors ir ieviesis un modific€jis darba izmantotas metodes, kuras nepiecieSamas
fagu un biofilmu pétnieciba. Apkopojis, apstradajis un analizgjis, t. sk.
izmantojot statistiskas metodes, iegilitos datus. Sagatavojis zinatniskas

publikacijas un sarakstijis $o darbu.

Etiskie aspekti

Petijums tika veikts atbilstosi Helsinku deklaracijas &tiskajiem aspektiem.
P&tijuma protokoli tika saskanot un atziti Rigas Stradina universitates P&tjjumu
gtikas komiteja, atzinuma Nr. 32/28.01.2016 un Nr. 8/08.09.2016. Pacientu
arstéSana, izmantojot bakteriofagus, tika veikta atbilstosi Helsinku deklaracijas
37. paragrafam, pirms pacientu iesaistes tika sanemta rakstiska informéta

piekrisana.
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1. Materiali un metodes
1.1. Pétijuma laiks, vieta un uzbiive

Promocijas pétijums tika izstradats RSU Biologijas un mikrobiologijas
katedra, kura tika veikts darbs ar izolétajam bakteriju kultiram un
bakteriofagiem. P&tTjuma materials tika ieglits no pacientiem sadarbiba ar Paula
Stradina Klinisko universitates slimnicu (PSKUS). Rigas Austrumu kliniskaja
universitates slimnica (RAKUS) un PSKUS tika veikta petijuma eksperimentala
dala, arstgjot pacientus ar bakteriofagiem. Petfjuma aktivitates norisinajas no
2016. gada septembra lidz 2022. gada decembrim. Pacientu klinisko un
demografisko datu analize tika veikta visiem pacientiem, no kuriem iegiitas un
izmantotas bakt€riju kultliras vai veikts bakteriju nésasanas skrinings. P&tjjuma
uzbiive un katra no tam izmantotas metodes atspogulotas 1.1. att€la. Promocijas
petijums ir veidots ka Cetru secigu publikaciju kopa.

Pétijumu veidoja tris sadalas:

1. Biofilmas veidoSanas noteikSana un bakteriofagu efekta vert€jums

S. aureus izolatos PD pacientiem.

2. Bakteriofagu efektivitates izvertéSana Dbiofilmu veidojoSos

uropatogenos E. coli izolatos.

3.  Eksperimentalas fagu terapijas veik$ana un izvért€Sana pacientiem

ar multirezistentam P. aeruginosa infekcijam. Tika ieklauti divi
pacienti, kuriem bija multirezistenta P. aeruginosa infekcija, vienam

pacientam augSstilba osteomielits, otram LVAD kabela infekcija.
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Biofilmas veidoSanas noteikSana un
bakteriofagu efekta vértéjums S.
aureus izolatos PD pacientiem

«S. aureus skrinings visiem PD pacientiem
PSKUS Nefrologijas centra

*S. aureus izoleéSana un identifikacija
izmantojot VITEK-2 sistemu

« Antibkaterialas jutibas noteik§ana
izmantojot disku diftizijas metodi

*Baktériju biofilmas veidoSanas spgjas
noteik§ana ar kristalvioleta krasojuma
mikropla$u metodi

*Bakteriofagu jutibas noteik$ana ar divslanu
agara punktu metodi

*Bakteriofagu litiska efekta pastiprinaSana
vaji jutigas vai rezistentas S. aureus
kulturas izmantojot adaptacijas metodi

«Klinsko iznakumu (peritonits, nave, PD
katera evakuacija, nieres transplantacija)
verte§ana S. aureus n€sataju un nenésataju
grupas divu gadu perioda

Bakteriofagu efekts biofilmu
veidojoSos uropatogénos E. coli

izolatos

*E. coli izolatu iegiifana no PSKUS
arstétiem pacientiem ar UCI

» Antibakterialas jutibas noteikSana
izmantojot  disku  difuzijas  metodi,
paplaSinata spektra beta laktamazes (ESBL,
angliski extended-spectrum beta-lactamase)
fenotipsikda  apstiprina$ana  izmantojot
kombingto disku metodi

*Bakteriofagu jutibas noteik3ana ar divslanu
agara punkta metodi

*Bakterifagu litiska efekta pastiprina§ana
veicot adaptaciju

*Baktériju biofilmas veidoSanas spgjas
noteik§ana ar kristalvioleta krasojuma
mikropla$u metodi

*Minimalas  inhibgosas  koncentracijas
(MIC, angliski minimum  inhibitory
concentration) un minimalas biofilmas
eradikacijas koncentracijas (MBEC,
angliski  minimum  biofilm eradication
concentration) noteikSana fagiem un
antibiotikam izmantojot Kalgari biofilmas
eradikacijas metodi

Eksperimentala fagu terapija pacientiem ar

multirezistentam P. aeruginosa infekcijam

*Bakt@riju izolé$ana pacientiem ar multirezistentam
P. aeruginosa infekcijam

«Antibakterialas jutibas noteik8ana izmantojot
disku difuzijas, E-testa un mikroplafu MIC testa
metodes

*Biofilmas veido3anas spgjas noteikana noteikSana
ar kristalvioleta krasojuma mikroplasu metodi

*Bakteriofagu jutibas noteikSana ar divslanu agara
punkta metodi, fagu izséSanas efektivitaes (EOP,
angliski efficiency of plating) noteikSana veicot
bakteriofagu titréSanu

*Bakteriofagu sagatavoSana un test€Sana pirms
pacientu arsteSanas

*Bakteriofagu izdales noteik§ana no pacienta briices
un asinis pacientam, kur§ sanéma intravenozu fagu
terapiju

«MIC, MBEC, biofilmas prevencijas koncentracijas
(BPC, angliski biofilm prevention concentration)
noteik8ana fagiem +/- ar antibiotikam izmantojot
modificéto Kalgari biofilmas eradikacijas metodi

*Bakteriofagu un antibiotiku  mijiedarbibas

verte§ana izmantojot modificéto KalgarT biofilmas
eradikacijas metodi

*Bakterifagu rezistences noteik§ana MBEC un BPC
modelos

«Pacientu klinisko, radiologisko datu analize,
izvertésana, pacientu noverosana

1.1. att€ls. Petijjuma uzbiive ar trim sadalam, galvenas izmantotas metodes katra sadala
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1.2. Izmantotie materiali
1.2.1. Izmantotas baktériju kultiiras

Pétijuma tika izmantotas no pacientiem iegttas S. aureus, E. coli un
P. aeruginosa kultaras. E. coli un P. aeruginosa kultaras tika iegiitas no PSKUS
vai RAKUS laboratorijam. Lai veértétu un salidzinatu pacientu bakteriju
biofilmas veidoSanas sp&ju, ka ar veiktu bakteriofagu pavairoSanu, tika
izmantotas $adas references kultiiras: S. aureus ATCC 4336 un ATCC 15923,
E. coli ATCC 29522, P. aeruginosa ATCC 14209, ATCC 27853 un CN573.

1.2.2. Izmantotie bakteriofagi

S. aureus un E. coli eksperimentos tika izmantoti komerciali Iitisko
bakteriofagu preparati, kuriem ir zinams to sastavs un darbibas spektrs. Sesi
bakteriofagu preparati no Eliava BioPreparations, Thilisi, Gruzija: stafilokoku
bakteriofaga preparats, Pyo, Ses, Fersisi, Enko un Intesti bakteriofagu preparati.
Ka ar1 bakteriofagu preparats Pyobacteriophag no Microgen, Permas, Krievija.

Pacientu arst€$anai un talakiem pétjjumiem ar P. aeruginosa fagi tika
iegiiti no Karalienes Astridas Militaras medicinas slimnicas Briselg, Belgija. Sie
fagi tiek razoti atbilstosi drosibas un kvalitates standartiem bakteriofagu terapijai
(34, 35). Sie fagi ieprieks ir tikusi izmantoti pacientu arstesana (36-38), pirms to
lietoSanas veikta neatkariga preparata kvalitates izveértéSana Belgijas veselibas
institiita Sciensano.

Pacientam ar osteomielitu tika izmantots Iitisko bakteriofagu preparats
BFC 1.10. Pacientam ar LVAD kabela infekciju tika izmantots Podoviridae
dzimtas bakteriofags PNM un Myoviridae bakteriofags PT07.
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1.3. Izmantotas metodes
1.3.1. S. aureus mikrobiologiska izmekléSana

Pacienta iztriepes tika nemtas, izmantojot universalo transporta barotni
AMIES. Transportétas uz laboratoriju divu stundu laika un kultivétas, izmantojot
selektivas barotnes. Baktériju identifikacija tika veikta, izmantojot VITEK-2

(bioMerieux, Francija) sistému.

1.3.2. Antibakterialas jutibas noteikSana

Antibakteriala jutiba tika noteikta visam izmantotajam bakteriju
kultiram, to veica ar disku diftizijas metodi atbilstos$i aktualajam Eiropas
Antimikrobialas jutibas noteiksanas komitejas (EUCAST, angliski European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) standartam.

1.3.3. Bakteriofagu koncentracijas jeb titra noteikSana

Virusa veidoto baktériju Stinu lizes zonas jeb plaku (negativas baktériju
kolonijas) metode tika izmantota bakteriofagu koncentracijas jeb titra
noteik$anai. Pamata tika izveidoti vairaki desmitkarsi bakteriofagu preparatu
atSkaidijumi, 50 pl no katra atSkaidfjuma tika sajaukti ar 100 pl bakteriju
suspensijas pusskidra TSA, kas izliets uz TSA Petri platém. Plates inkub&tas 16—
18 stundu ilgi. Nakamaja diena tika vertéta katra plate un noteika bakteriofagu
koncentracija. P&tjjuma eksperimentalaja sadala bakteriofagu titru noteica
pacienta asins parauga. Saja gadijuma sakotngjais paraugs bija 4-5 ml pacienta

asinu, kuras panemtas, izmantojot EDTA asins stobrinu.
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1.3.4. Fagu izséSanas efektivitates noteikSana, salidzinot

ar saimnieka vai references kultiiru

Sakotngji nosaka faga koncentraciju saimnieka kultira vai references
kulttira, ka art faga koncentraciju pacienta kultiira. Tiek pienemts, ka saimnieka
vai references kultiira faga efektivitate ir lielaka. Ieglitos rezultatus savstarpé&ji
salidzina, izmantojot 1.1. formulu. Lielaka efektivitate ir vérojama gadijuma, ja

EOP skaitlis konkrétajam bakt&rijas izolatam tuvaks 1.

EOP = Fcr / Fer (r1)

EOP — fagu izs€Sanas efektivitate test€jama pacienta izolata
Fcr — faga koncentracija pacienta izolata

Fcr — faga koncentracija saimnieka bakterija vai references celma

1.3.5. Divslanu agara punktu metode bakteriofagu Iitiska efekta

noteikSanai

Bakteriofagu lIitiska efekta noteikSanai tika izmantota divslanu agara
punktu metode. 100 pl baktériju suspensijas tiek sajaukta ar 4-5 ml ieprieks
saskidrinatu 0,7 % TSA un viegli samaisita 15 ml stobrina, kas péc tam tiek
izlieta ka virskarta uz TSA Petr1 plates. Tad uz plates ar mikropipeti tiek uznesti
10 pl bakteriofagu preparata pilienu un tas tiek inkubg&tas 35 °C 16-18 h ilgi.
Fagu rezultati tiek verteti un nolasiti vizuali. E. coli un S. aureus lizes zonas tiek
vertetas ka pilna lize (CL vai +++), dalgja lize (SCL vai ++), vaja lize vai
atseviski plaki (PL/IP vai +), lizes zonas neesamiba (R jeb —). P. aeruginosa lizes
zonas tiek vertétas ka pilna lize (CL vai ++++), dalgja lize (SCL vai +++), vaja

lize (PL vai ++), atseviski plaki (PL vai +), lizes zonas neesamiba (R jeb —).
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1.3.6. Bakteriofagu pavairo$ana, izmantojot saimnieka

vai references kultiiru

Pavairo$anai tika izmantoti S. aureus ATCC 4336, E. coli ATCC 29522
un P. aeruginosa ATCC 27853 un CN 573 celmi. Pavairo$anas process notiek,
izmantojot plates no fagu titrésanas, kuras redzams liels plaku skaits, ko vizuali
apzimé ka sietinam Iidzigu struktiiru bakteriju zaliena. Tiek savakta barotnes
augseja dala, uz tas uzlejot TSB, péc tam veic §tinu lizi ar hloroformu un paraugu
centrifugé, péc ta preparats tiek filtréts caur 0,2 um izméra filtru (Filtropur S,
Sarstedt, Vacija). Ja faga koncentracija nebija pietickama, tad iegiito preparatu
atkartoti filtréja un sakoncentrgja, centrifuggjot 4000x g 20 min. 4°C
temperatiira Amicon® Ultra-15 (Merck Millipore, Irija) filtra.

1.3.7. Bakteriofagu adaptacija

Tika izmantota modificéta Apelmana metode (39). Adaptacijas procediira
sastav€ja no vairakiem cikliem, kuros darbibas atkartojas. Katram ciklam tika
veidoti vairaki desmitkar$i bakteriofagu preparatu atSkaidijumi, pievienotas
bakterijas un veikta inkubacija 48 h 37 °C. P&c inkubacijas perioda mérits katra
stobrina optiskais blivums. Stobrin§ ar augstako atSkaidijuma pakapi, kura
optiskais blivums bija lidzvertigs negativas kontroles stobrinam, tika izmantots
talakai adaptacijas procediirai. Stobrina liz&tas bakterijas ar hloroformu un veikta
parauga centrifug€Sana, péc tam filtréSana. legitais preparats tika atkartoti
atSkaidits un inkubgts, ka aprakstits ieprieks, $ada veida veicot parauga
adapt€Sanas nakamos ciklus. Pirms adaptéta faga Iitiska efekta parbaudes tas

adaptéts vismaz trijos ciklos.
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1.3.8. Bakteriju biofilmas veidoSanas sp&jas noteik$ana,

izmantojot Kkristalvioleta metodi

Bakt@riju spgja veidot biofilmu tika noteikta, izmantojot 96 bedriSu
mikroplati. Sakotngji tika izdalita bakteriju tirkultira, tad 3-5 morfologiski
lidzigas baktériju kolonijas kultivéja $kidra barotné 16-18 stundas. P&c
kultivésanas tika veidota bakteriju suspensija S$kidra buljona barotné ar
atSkaidfjumu 1:100, iegiistot gala koncentraciju 1-3 x 10” KVV/ml. 1zmantojot
multikanalu pipeti, kultiiras tika parnestas 96 bedrisu plate, katra bedrite iepildot
200 pl ieprieks pagatavotas suspensijas. Vienai bakt€rijai tika izmantotas vismaz
astonas bedrites. Katra mikroplaté tika ieklauta negativa kontrole — sterila
atbilsto§a kultivésanas buljona barotne (vismaz astonas bedrites). Biofilmu
produkcijai mikroplates tika inkub&tas 37 °C (E. coli un S. aureus) un 35 °C
(P. aeruginosa) 248 stundas atbilstosi izv€letajam mérkim. P&c inkubacijas
perioda mikroplatSs saaugusas planktoniskas $iinas tika nolictas, tad mikroplasu
bedrites skalotas ar multikanalu pipeti divas reizes ar 250 pl fiziologiska
Skiduma. Pg&c skaloSanas veikta Dbiofilmas krasoSana ar 200 pl
0,1 % kristalvioleta skiduma 15-20 miniites. Tad tika atkartota mikroplasu
skalo$ana, uzpildot katru bedriti ar 250 pl destiléta idens tris reizes. Ka biofilmu
atkrasotajs tika izmantots 96 % etanola Skidums, kur§ tika uzpildits (200 pl).
Rezultata izvertéSanai tika mérits krasoto biofilmu optiskais blivums, izmantojot
TECAN INFINITE F50 optiska blivuma meritaju bakterijai atbilstosa vilnu
garuma. Par bakteriju augSanas robezvertibu tika izmantota OD vertiba, kura bija

lielaka par 0,1.
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1.3.9. Biofilmas produkcijas optiska blivuma interpretacija

Biofilmas producésana tika verteta kvantitativi, ka arT dazadas pakapés,
salidzinot ar negativo kontroli, kuras defingjis Stepanovic et al. (40). Bakteriju
biofilmas veidoSanas sp€jas rezultats tika izvertets, nemot veéra vidgjo aprekinato
bakterijas izolata optiska blivuma vértibu (ODs). ODc — optiska blivuma
robezvertiba, kuru aprékina ka vidgjo visu merijjumu negativas kontroles vertibu

viena mikroplaté + 3 standarta deviacijas (SD) no negativas kontroles.

1.1. tabula

Biofilmas produkcijas pakapes iedalijjums

Videja kultiiras OD vértiba Biofilmas produkcijas pakape
ODs < ODc Nevero
ODc <ODs <2 x ODc Vaja
2x0Dc<0Ds <4 x0ODc Vidgja jeb mérena
4 x ODc < ODs I1zteikta

OD, optiskais blivums; ODc, optiska blivuma robezvértiba; ODs, baktérijas izolata
optiskais blivums.

1.3.10. Bakteriju augSanas inhibicijas, minimalas inhibgjoSas
koncentracijas (MIC), minimalas biofilmas eradikacijas
koncentracijas (MBEC) un biofilmas profilaktiskas
koncentracijas noteik§ana (BPC) biofilmu modelos

Bakteriofagu un antibiotiku iedarbibas izvertéSanai baktériju biofilmas
tika izmantota modificéta KalgarT metode (41-43). Baktériju kultiras inkubgja

16-18 h TSA plates, kolonijas iejauca $kidra buljona un sagatavoja atskaidijumu,

lai sasniegtu inokulata koncentraciju 1,0 x 10’ KVV/ml. Sterila 96 bedrisu

plakandibena mikroplate (Nunc™ MicroWell™ 96-Well, Nunclon Delta-

Treated, Flat-Bottom Microplate, Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danija)

tika iepildits sagatavotais bakteriju inokulats, 150 pl katra bedrite. P&c tam

96 bedrisu mikroplate tika slégta ar 96 bedrisu vacinu ar tapam (Nunc™ Immuno
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TSP Lids) un inkub&ta 24 h rotgjosa galda inkubatora (InforsTM HT Ecotron,
Bazele, Sveice) 35 °C temperatiira, 150 apgr./min.

P&c tam, kad biofilma bija izveidojusies, mikroplates vacins ar tapam tika
parlikts jauna 96 bedriSu mikroplate, kur katra iedob€ bija 200 pl buljona ar
velamo antibiotiku, fagu vai to kombinaciju. P&c izvéleta inkubacijas perioda
tika meérits mikroplates bedrisu optiskais blivums. Iegtta vertiba antibiotikam
atspoguloja MIC, bet fagiem un antibiotiku—fagu kombinacijai bakteriju
augsanas inhibiciju, kuru rezultatos salidzinasanas nolika ari apzimeé ka MIC.
Lai palielinatu fagu iedarbibu P. aeurginosa, vaks ar tapam tika parvietots uz
jaunu 96 bedrisu mikroplati ar tadiem pasiem fagiem un/vai antibiotikam un to
koncentracijam talakai 12 h inkubacijai. P&c tam vaku ar tapam ievietoja svaiga
96 bedrisu mikroplatg, kur katra bedrité bija 200 pl sterila buljona. Lai nonemtu
izveidojusos biofilmu no tapam, mikroplati ar vaku ievietoja sonifikatora uz 25—
30 min. 44 Hz frekvencg, izmantojot ultraskanas vannu (modelis 08855-02,
Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, ASV). Izdzivojo$o baktériju audzé$anai
mikroplate tika parklata ar sterilu vacinu bez tapam un inkub&ta 22 h stacionari
35 °C temperatiira. Péc tam tika noteikta minimala biofilmas eradikacijas
koncentracija (MBEC), mérot mikroplates optisko blivumu. Biofilmu profilakses
koncentraciju (BPC) noteica, vienlaikus inokulgjot bakterijas, fagus un
antibiotikas to attiecigajas koncentracijas, uzreiz uzliekot mikroplatém vaku

ar tapam.

1.3.11. Bakteriju jutibas izmainu un rezistences noteikS§ana
pret bakteriofagiem biofilmu modelos
Lai parbauditu fagu jutibas izmainas, bakteriju kultiiras no biofilmu
modeliem 96 bedriSu mikroplatés tika kultivétas uz cietam barotném. Nejausas
izlases veida tika nemtas divdesmit divas bakteriju kultiiras, kuras tika izmantots

pacienta P. aeruginosa PAPO1 izolats. Izaudz&tajam bakterijam tika noteikta
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bakteriofagu  jutiba, izmantojot divslanu agara  punktu  metodi
(sk. 1.3.5. apaksnodalu).
Robezvertibu fagu rezistences noteikSanai aprékinaja, izmantojot

pozitivo kontroli (tikai bakterijas) atbilstosi 1.2. formulai.

ODr = ODpc - ( 3 x SDpc) (1.2.)

ODr — aprékinata robezvertiba, kura defin€ bakteriofagu rezistences
esamibu
ODpc — pozitivas kontroles mérijumu vidéja optiska blivuma vértiba

SDpc — pozitivas kontroles merijumu aprekinata standartdeviacija

Bakterijas klons (ODyearie) tika uzskatits par rezistentu pret bakteriofagu,
ja tas izmérttais optiskais blivums bija lielaks vai vienads ar aprékinato
rezistences robezvertibu (ODr). Lai atspogulotu attiecibu starp izmérito vidgjo
optisko blivumu izolata klonam mikroplates bedrit€ (ODpedrie) salidzinajuma ar
aprekinato rezistences optiska blivuma robezvértibu (ODg), tika izmantota

1.3. formula.

ODattiecha = ODbedthe / ODR (13)

ODpedrie — izaudzetas bakterijas izolata klona optiska bltvuma vertiba
ODr — aprekinata robezvertiba, kura definé bakteriofagu rezistences

esamibu

Ja veértiba bija mazaka par 1, bakterijas netika uzskatitas par rezistentam,
bet, ja vertiba bija lielaka vai vienada ar 1, bakterijas tika uzskatitas par

rezistentam pret fagu.
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1.3.12. Datu statistiska analize

Datu statistisko analizi veica, izmantojot Microsoft Excel 2016, IBM SPSS
Statistics 27. versijas, ka ari Graph Pad Prsim 9. versijas datorprogrammas.

Visiem kvantitativajiem merjjumiem tika aprékinats un atspogulots
izlases vidgjais aritmétiskais lielums un aprékinata standartnovirze (SD) ar datu
izkliedes diapazonu 95 %. Nepartraukto datu normalsadalijumu vértgja,
izmantojot  Sapiro-Vilka  (Shapiro-Wilk) un  Kolmogorova-Smirnova
(Kolmogorov-Smirnov) testus. Parametrisko datu analizei divu izla$u
salidzinasanai izmantoja t-testu, tris vai vairak izlasu salidzinasanai one way
ANOVA testu. Neparametrisko datu analizei divu izlaSu salidzinasanai izmantoja
Manna-Vitnija (Mann-Whitney U) testu, tris vai vairaku izlasu salidzinasanai
Kruskola-Volisa (Kruskal-Wallis) testu. Noraidot nulles hipotézi un konstatgjot
biitiskas atSkiribas starp grupam, tika veikta vairaku paru salidzinasana,
izmantojot post-hoc analizi ar Tukeja (Tukey) testu. Rezultati tika uzskatiti par
statistiski ticamiem, ja p vértiba bija mazaka par 0,05.

Klinisko iznakumu riska aprékinasanai peritonealas dializes pacientiem

tika aprekinats relativais risks (RR) ar 95 % ticamibas intervalu.
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2. Rezultati

2.1. Bakteriofagu efekts S. aureus kultiiras peritonealas

dializes pacientiem

Petfjuma dala ir aprakstita un publiceta Karla Racena, Jutas Kroicas,
Daces Rezevskas, Laura Avotina, Edgara él,(udiﬁa, Annas Popovas, Ilzes Puides,
Viktorijas Kuzemas un Aivara P&tersona publikacija S. aureus Colonization,
Biofilm Production, and Phage Susceptibility in Peritoneal Dialysis Patients.
Antibiotics (Basel). 2020 Sep 7;9(9):582. doi: 10.3390/antibiotics9090582.

2.1.1. Ieklauto pacientu raksturojums

Septindesmit vienam peritonealas dializes pacientam tika veikti skrininga
izmeklgjumi S. aureus nésasanas noteik$anai. P&tijuma tika ieklauti septindesmit
pacienti, jo vienam pacientam ar ievietotu PD katetru dialize nebija uzsakta. No
visiem pacientiem 51 % (n = 36) bija viriesi, bet 49 % (n = 34) sievietes, vid&jais
vecums 59,96 gadi (SD 15,9).

Terminalas nieru slimibas iemesli pétijuma grupa bija $adi
glomerulonefrits (40 %, n=28), diabétiska nefropatija (14,3 %, n=10),
hronisks intersticials nefiits (20 %, n=14), autosomali dominanta nieru
policistoze (ADNP) (10 %, n = 7), hipertensiva nefropatija (12,9 %, n=9) un
nezinams (2,9 %, n = 2).

S. aureus nésataji bija 30 % pacientu (n = 21). No tiem 71,4 % n&sataju
bija viriesi (n = 15) un 28,6 % sievietes (n = 6). Starp S. aureus nésatajiem un
nenésatajiem statistiski ticamas atSkiribas kliniskajos parametros netika
novérotas, vertéjot blakusslimibas, ka hroniska sirds mazsp&a (HSM),
virushepatits, podagra, hroniska obstruktiva plausu slimiba (HOPS) (p > 0,05).
Atzimgjams, ka cukura diab&ts nésataju grupa bija 28,6 % (n = 6), salidzinot

tikai ar 10,2 % nengsataju grupa (n = 5), (p = 0,05). Pirms p&tijuma un pétijjuma
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laika neviens no pacientiem nelietoja lokalo antibakterialo terapiju, ka
mupirocinu un hlorheksidinu S. aureus dekolonizacijai. Vid&jais pacientu
noverosanas ilgums petljuma nenésataju grupa bija 16,61 meénesis, bet nésataju

grupa — 13,95 menesi.

2.1.2. Kliniskie iznakumi S. aureus nésatajiem un nenésatajiem

P&tijuma laika tika konstateti 32 peritoniti (78,1 %, n =25 nengsataju
grupa; 21,9 %, n = 7 n@sataju grupa). Nésataju grupa peritonitu ierosinaja $adi
mikroorganismi: jaukta kultGra, meticilina jutigais S. aureus (MSSA,
angliski methicillin-susceptible S. aureus) / Pseudomonas spp. (14,3 %, n=1),
Streptococcus spp. (42,9 %, n = 3) un neidentificétas baktérijas (42,9 %, n = 3).
Nengsataju grupa ierosinataji bija Streptococcus spp. (36 %, n=9),
neidentificétas baktérijas (28 %, n=7), MSSA (8 %, n=2), ka ari pa vienam
(4 %, n=1) no sadiem: Aerococcus spp. kopa ar Pseudomonas spp., Bacillus
spp., Candida spp., Enterococcus spp., Aeromonas spp., meticilina jutigais
koagulazi negativais Staphylococcus un meticilina rezistentais koagulazes
negativais Staphylococcus.

Peritonitu kopgja sastopamiba bija 0,35 epizodes viena pacientgada.
Nengsataju grupa 0,37 epizodes viena pacientgada, bet n€sataju grupa
0,29 epizodes viena pacientgada.

Nave ka iznakums tika konstatéta 31,1 % (n=8) n&sataju un
16,3 % (n = 8) nenésataju. Tika konstatéta tendence, ka naves risks nésataju
grupa bija 2,33 reizes lielaks neka nenesataju grupa, kliniskie rezultati un to RR

ir atspoguloti 2.1. tabula.
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2.1. tabula

Divu gadu kliniskie iznakumi S. aureus nésatajiem un nenésatajiem

Kliniskie iznakumi S._al.fl’(;:'l:J.S S- aureus Kopa |RR|CI9% %
nésataji nenésatajl
Pacientu skaits 30,0 % 70,0 % 100 % — —
(n=21) (n =49) (n=70)
- 31,1% 16,3 % 229 %
Nave (n=8) (n=8) (n = 16) 2,33|1,01-5,38
_ . 28,6 % 18,4 % 21,4 %
Transplantacija (n=6) (n=9) (n = 15) 1,56|0,63-3,81
. . 0% 20,4 % 143 %
PD katetra iznemsana (n=0) (n = 10) (n=10) | ~ -
o 19,1 % 34,7% 30,0 %
Peritonits (n=4) (n=17) (n=21) 0,55(0,21-1,44

2.1.3. Izdalito S. aureus antibakteriala jutiba un biofilmas

veidoS$anas sp&ja

Kopuma no 213 pacientu paraugiem tika izdaliti 34 S. aureus celmi, no
kuriem visi bija jutigi pret biezak lietotajam antibiotikam (cefoksitinu,
ciprofloksacinu, sulfametoksazolu/trimetoprimu, klindamicinu, gentamicinu,
tetraciklinu, rifampicinu), divi celmi bija rezistenti pret eritromicinu. Neviens no
izoletajiem celmiem nebija rezistents pret meticilinu. Visbiezak S. aureus
kolonizacija tika konstatéta deguna dobuma (53 %, n = 18) (skatit 2.2. tabulu).
Visu pétijuma ieklauto S. aureus antibakterialas jutibas dati un biofilmu
produkcijas vidgjie OD lielumi ir atspoguloti 3. pielikuma.

Visas izolétas S. aureus kultiiras sp&ja veidot biofilmu. Visbiezak
S. aureus izolati veidoja izteiktu biofilmu (21, 61,8 %), mérenas un vajas
biofilmas veidoSanas spgja tika novérota 10 (29,4 %) un 3 (8,8 %) kulttram.
Piecpadsmit no divdesmit viena pacienta, kur$ bija S. aureus nésatajs, vismaz
viena no uzs€juma nemsanas vietam veroja kulttiru, kura bija speciga biofilmas
veidotaja (skatit 2.2. tabulu). Salidzinot biofilmas veidoSanas sp&ju S. aureus

izolatiem, kuri izdaliti no viena pacienta dazadam uzs€juma nemsanas vietam,
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veroja, ka astoniem no desmit pacientiem izdalita S. aureus izolatu biofilmas

veidoSanas sp&ja butiski atskiras (p < 0,01) (skatit 2.1. att€lu).

2.2. tabula
S. aureus biofilmu veidosanas spéja
S. aureus nésasanas vieta, kods
un biofilmas produkcijas pakape
Deguns Cirksnis PDK
18 (53 %) 11 (32 %) 5 (15 %)

. , Viaja 2 1 —
B;lczgllrenarf produkcijas Merona 6 5 5
Pakape, Izteikta 10 8 3

1.5—
g p<0,01
5 —
. 1.0 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01  p<0,01 oL p<0,01 P=0,052 p<0,01 P=0,553
% r . T l L 4 [ . [ 1 1 r . f_‘_\ A \l . 1
€
2 05+ [ 1
S [
k) L
] " ‘
x —
» =
g- 0.0—- l T T T T 711 T‘
ST ,v\\ ON 0 'f) \\ 0 \\ 5%.\*&0 Q\\ © 6"‘2\ o«\e«\f ‘\o

S. aureus izolati

2.1. attels. 23 S. aureus izolatu biofilmas veidoSanas spéja
96 bedrisu mikroplatés*

* Stabini atspogulo katra izolata vidgjo OD vértibu (mérita 570 nm),
NC atspogulo negativas kontroles jeb tikai buljona OD vidgjo vertibu.

2.1.4. S. aureus bakteriofagu jutiba un fagu adaptacijas rezultati

No visiem septiniem bakteriofagu kokteiliem stafilokoku bakteriofagam
(Eliava) sakotngjais titrs bija 10* PFU/ml, bet Pyo, Enko, Intesti bakteriofagiem
(Eliava) un Pjobakteriopfag (Microgen), izmantojot S. aureus ATCC 4336, titrs
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bija 105 PFU/mI. Tikai Ses un Fersisi bakteriofagiem (Eliava) originalais titrs,
izmantojot S. aureus ATCC 4336, bija 10 PFU/m.

P&c bakteriofagu kokteilu pavairo$anas, izmantojot S. aureus ATCC 4336
visiem fagu preparatiem, izpemot vienu, tika sasniegta koncentracija
10° PFU/ml, proti, Pyo, Ses, Fersisi, Intesti un Pyobacteriophag kokteiliem.
Savukart stafilokoku bakteriofagam (Eliava) titrs pieauga Iidz 107 PFU/ml. Pirms
fagu Iitiskas aktivitates noteikSanas pret S. aureus izolatiem visi fagu titri tika
vienadoti, tos atskaidot lidz 107 PFU/m.

Izmantojot 34 S. aureus izolatus, tika noverots pozitivs litiskais efekts
visiem bakteriofagiem, iznemot stafilokoku (Eliava) bakteriofagu. Pret to bija
rezistenti devini (26 %) no 34 S. aureus izolatiem, ka ari vaju litisko efektu ar
atseviSkiem plakiem véroja diviem izolatiem. Tap&c bakteriofagu adaptacija tika
veikta, izmantojot stafilokoku (Eliava) bakteriofagu un rezistentos vai ar vaju

litisko efektu esoSos S. aureus izolatus.
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Bakteriofagu Iitiskais spektrs S. aureus izolatos

2.3. tabula

Fagu Iitiska —; mﬁm:_m_mﬁ.uxc :m__mzmv m..m@. — Pyo, Ses, | Fersisi, | Enko, Intesti, | Pyobacteriophag,
aktivitite | PirmS ”.Mw\_%&a, Pec »nﬂﬂw& 3 | n(%) | n(%) | n(%) | n(%) | n(%) n (%)
4 0 2 0 0 1 0 0
CL (12) © ® | © | © | @ (0) ©)
scL (+4) 19 1 31 32 33 32 34 31
(56) (100) @) | ©4 | @7 (94) (100) (91)
IP vai PL (+) 2 0 1 2 1 1 0 3
(6) 0) (3) (6) (€) 3 (0 Q)
RO 9 0 0 0 0 0 0 0
(26) 0) 0) 0) 0 0) 0) 0
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Fagu adaptacijai izmantoja stafilokoku bakteriofagu (Eliava) pret
11 S. aureus izolatiem, kuri uzradija rezistenci vai vaju litisko efektu (9 ar
rezistenci un 2 ar atseviskiem plakiem). Visos gadijumos adaptacijas procediiras
rezultata tika parvarta bakteriju rezistence vai tika pastiprinats fagu litiskais
efekts. Visiem 11 bakteriju izolatiem (100 %) p&c adaptacijas tika novérota
dalgja lize (++) (skatit 2.3. tabulu).

2.2. Bakteriofagu efekts uropatogeénas E. coli planktoniskas

un biofilmu producéjosas Stinas

Petfjuma dala ir aprakstita un publicéta Laimas Mukanes, Karla Racena,
Daces Rezevskas, Aivara Pétersona un Jutas Kroicas publikacija Anti-Biofilm
Effect of Bacteriophages and Antibiotics against Uropathogenic Escherichia
coli. Antibiotics (Basel). 2022 Nov  26;11(12):1706. doi:
10.3390/antibiotics11121706.

2.2.1. E. coli biofilmas veidoS$anas sp&ja

Pieci E.coli izolati bija butiski biofilmas producétaji, tos salidzinot pret
negativo kontroli (p < 0,001). Divi izolati 02 1ur (mérens biofilmas veidotajs) un
01206ur (izteikts biofilmas veidotajs) uzradija visspécigako biofilmas
veidoSanas sp&ju, tapec tie tika izmantoti talakai MIC un MBEC testéSanai ar
bakteriofagiem. Pargjie izolati (01032ur, 0108 1ur, 01168ur) bija vaji biofilmas

veidotaji, savukart 01108ur izolats biofilmu neveidoja.

2.2.2. E. coli antibakteriala un bakteriofagu jutiba

Izoleétajam E. coli kultiram tika v&rota atSkiriga jutiba pret
antibakterialam vielam (skatit 2.4. tabulu). No seSiem bakteriju celmiem

01081UR un 01108UR bija jutigi pret visiem parbauditajiem antibakterialajiem
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lidzekliem; 01032UR bija ar visplasako antibakterialo rezistenci, tas bija
rezistents pret seSiem antibakterialajiem lidzekliem un bija ESBL producgjoss;
021UR un 01206UR bija rezistenti pret trim antibakterialajiem lidzekliem;
01168UR bija rezistents pret diviem antibakterialajiem lidzekliem.

Bakteriofagu kokteila Ses sakotngjais titrs bija 4 x 10° PFU/ml, Intesti
7 x 10° PFU/ml un Pyobacteriophag 3 x 108 PFU/mI, titru nosakot E. coli
ATCC 29522 references celma. Péc fagu kokteila pavairoSanas uz ta paSa
references celma titrs Ses, Intesti un Pyobacteriophag pieauga, attiecigi 1idz
4 x 108, 1 x 108 un 4 x 10° PFU/ml. Dati par baktériju celmu jutibu pret fagiem
ir apkopoti 2.4. tabula.

E. coli izolats 021UR bija visjutigakais pret visiem fagu kokteiliem,
uzradot dal&ju lizi, izmantojot Ses un Pyobacteriophag, un pilnu Iizi, izmantojot
Intesti fagu kokteili. Vismazaka fagu preparatu jutiba tika novérota 01108UR un
01206UR izolatiem. 01108UR bija rezistents pret Intesti un Pyobacteriophag un
vaji jutigs pret Ses fagu kokteiliem. Izolats 01206UR bija rezistents pret Ses un
Intesti fagu kokteiliem un vaji jutigs pret Pyobacteriophag. Lai uzlabotu
Pyobacteriophag preparata Iitisko efektivitati 01206UR izolata, tika veikta fagu
adaptacija, jo Sis celms tika izvelets talakai fagu un biofilmu mijiedarbibas
test€Sanai. P&c Pyobacteriophag adaptacijas ta titrs palielingjas lidz
7 x 10" PFU/ml. Lai veiktu fagu jutibas izveérteSanu, ta titrs tika pielidzinats
pargjiem test&jamiem fagu preparatiem, respektivi, 108 PFU/mI. P&c adaptacijas
tika novertéta Pyobacteriophag efekta uzlabo$anas 01206UR, Iitiskais efekts no

vaja (+) pieauga lidz pilnai lizei (+ + +) (skatit 2.4. tabulu).
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2.4. tabula

E. coli antibakteriala un fagu jutiba

A“t'g;'kas' 021UR | 01032UR | 01081UR | 01108UR | 01168UR | 01206UR
AMP R R S S R R
AMC R R S S S S
TZP S [ S S S S
CTX S R S S S S
CAZ S R S S S S
IMP S S S S S S
MEM S S S S S S
CIp S R S S S R
NOR S N/A N/A N/A S R
GEN S R S S S S
SXT R S S S R S
NIT S S S S S S
ESBL — Producé — — — —
Ses ++ + ++ + ++ —
Intesti +++ + ++ — + —
Pyobacteriophag ++ + + — + +
Pyobacteriophag*| N/A N/A N/A N/A N/A +++

S — jutigs; R — rezistents, | —jutigs paaugstinata deva; +++ CL; ++ SCL; + IP vai PL;
ampicilins (AMP); amoksicilins/klavulanats (AMC); piperacilins/tazobaktams (TZP);
cofotaksims (CTX); ceftazidims (CAZ); imipenéms (IMP); meropenéms (MEM);
ciprofloksacins (CIP); norfloksacins (NOR); gentamicins (GEN);
sulfametoksazols/trimetoprims (SXT); nitrofurantoins (NIT); paplasinata spektra beta-
laktamaze (ESBL); * Pyobacteriophag preparats péc adaptacijas; nav attiecinams (N/A).

2.2.3. Ciprofloksacina un amoksicilina/klavulanata efekts
planktoniskas un biofilmu producéjosas Sinas
Atbilsto§i  EUCAST  standartam  amoksicilina/klavulanata  un
ciprofloksacina MIC vértibas ir attiecigi 8 mg/L un 0,25 mg/L. E. coli 021UR
bija rezistents pret amoksicilinu/klavulanatu (skatit 2.4. tabulu), un MIC vértiba
tika sasniegta tikai koncentracija 256 mg/L, bet MBEC netika sasniegta pat
augstakaja izmantotaja koncentracija (1024 mg/L). Ciprofloksacina MIC vertiba

tika sasniegta pie 0,25 mg/L, bet tika vérota rezistence pret to baktérijas biofilma,
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jo MBEC vertiba bija 64 mg/L. Lai gan izolats 01206UR bija jutigs pret
amoksicilinu/klavulanatu un MIC, vértiba bija 8 mg/ml, §1 antibiotika nespgja
efektivi iedarboties uz baktérijas biofilmu, jo MBEC netika sasniegts pat
augstakaja izmantotaja koncentracija 1024 mg/L. Izolats 01206UR bija
rezistents pret ciprofloksacinu (skatit 2.4. tabulu), Iidz ar to nebija parsteidzosi,
ka MIC vertiba bija 128 mg/L, bet MBEC vértiba netika sasniegta pat pie
1024 mg/L. Tas liecina, ka arT ciprofloksacins nesp&ja iznicinat bakterijas
noformétaja bakterijas biofilma. Neatkarigi no ieprieks noteiktas (disku difuzijas
tests, rezultati atspoguloti 2.4. tabula) antibakterialas jutibas abam antibiotikam
netika novérota spgja iznicinat biofilma esosas E. coli Stinas, savukart iegatas
MIC vertibas sakrita ar antibakterialas jutibas datiem, kuri tika iegtiti disku

difuzijas metode.

2.2.4. Bakteriofagu efekts planktoniskas un biofilmu

producéjosas Sinas

Fagu MIC un MBEC testu vidgjas vertibas ir noraditas 2.2., 2.3. attela.
Baktgrija bija jutiga pret fagu, ja OD veértibas bija < 0,1, rezultatu mérot 650 nm
vilpu garuma, vai ja rezultats bija tuvu negativai kontrolei. Izmantojot fagus,
E. coli izolata 021UR auggana salidzinajuma ar pozitivo kontroli samazinajas
visos gadijumos gan planktoniskas §iinas (MIC), gan biofilma esosas bakterijas
(MBEC). Visos gadijumos tika novérots statistiski ticams bakteriofagu litiskais
(p <0,01) efekts neatkarigi no lietotas bakteriofagu koncentracijas. Litiskais
efekts nebija pietiekams, lai secinatu, ka biofilma esoSo §inu augsSana ir pilniba
nomakta ar Ses un Intesti fagiem. Pilnigu E. coli $tinu iznicinasanu veéroja,
izmantojot Pyobacteriophag preparatu visas ta koncentracijas. Otram E. coli
izolatam 01206UR tika vérota rezistence pret visiem trim fagu kokteiliem
(Pyobacteriophag, Ses un Intesti), kas bija sagaidams, jo fagu jutibas testa (skatit

2.4. tabulu) jau tika vérota rezistence pret Ses un Intesti fagu preparatiem.
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Savukart Pyobacteriophag preparatam, kuram novéroja vaju litisko efektu un
tika veikta ta adaptacija efekta uzlabosanai, konstatSja, ka p&c adaptacijas
bakteriju augSana visas faga koncentracijas ieverojami samazinajas gan
planktoniskas (MIC), gan biofilmu veidojosajas §tinas (MBEC), p < 0,01. Tomer
OD vertibas attieciba uz MIC bija nedaudz virs 0,1, kas ir sagaidams, jo MIC
vertiba tiek standarta izmantota vielam, nevis dzivam biitném, $aja gadijuma
virusiem. Rezultati paradija, ka, veicot adaptaciju, var uzlabot bakteriofagu

efektu un parvaret to rezistenci (skatit 2.2. att€lu).

37



> 3 MIC 021UR m 3 MIC 01206UR
@ MBEC 021UR B MBEC 01206UR

10

£ 08

o

3

806

=]

[e]
04
02
0.0

NC 108 105 104 PC NC 108 10° 10 PC
Faga koncentracija (PFU/mL) Faga koncentracija (PFU/mL)

o 3 MIC 01206UR
B MBEC 01206UR

0OD650 nm
o o
>

14
FS

o
N

00
NC 107 108 10° 104 PC
Faga koncentracija (PFU/mL)

2.2. attéls. Pyobacteriophag faga MIC un MBEC 021UR (A),
01206UR pirms adaptacijas (B) un 01206UR péc adaptacijas (C)*

* Stabini atspogulo baktériju vidgjo OD vértibu, izmantojot dazadas faga koncentracijas (mérita 650 nm),

NC atspogulo negativas kontroles jeb tikai buljona, PC atspogulo pozitivas kontroles jeb tikai baktérijas OD vid&jo vértibu.
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2.3. attels. Ses (A, B) un Intesti (C, D) fagu MIC un MBEC 021UR (A, C), 01206UR (B, D)*

* Stabini atspogulo bakteriju vid&jo OD vertibu, izmantojot dazadas fagu koncentracijas (merita 650 nm),

NC atspogulo negativas kontroles jeb tikai buljona, PC atspogulo pozitivas kontroles jeb tikai baktérijas OD vidgjo vertibu.
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2.3. Bakteriofagu eksperimentalais lietojums multirezistenta
Pseudomonas aeruginosa augsstilba osteomielita arstésana
P&tTjuma dala ir aprakstita un publicéta Karla Racena, Daces Rezevskas,

Montas Madelanes, Ervina Lavrinovi¢a, Sarah Djebara, Aivara Pétersona un

Jutas Kroi¢as publikacija Use of Phage Cocktail BFC 1.10 in Combination With

Ceftazidime-Avibactam in the Treatment of Multidrug-Resistant Pseudomonas

aeruginosa Femur Osteomyelitis-A Case Report. Front Med (Lausanne). 2022

Apr 25;9:851310. doi: 10.3389/fmed.2022.851310.

2.3.1. Pacienta gadijuma raksturojums

satiksmes negadijuma ar valgju, Skembainu acetabularu un laba augsstilba
proksimalas segmenta lizumu, laba apakSdelma pléstu briici un hemoragisku
robezas (debridments), fasciotomija, laba augsstilba kaula stabilizacija ar gamma
naglu, ka arT audu rekonstrukcija. Pacientam p&c operacijas attist7jas sekundara
multirezistenta (MDR, angliski  multidrug-resistant) P. aeruginosa,
karbapenému rezistenta Acinetobacter baumannii un vankomicina rezistenta
Enterococcus faecium (VRE) ierosinata bracu infekcija un multiorganu
disfunkcijas sindroms. Pacientam tika veiktas piecas operacijas ar debridmentu
un terapija, izmantojot brii€u vakuuma sistému. Pacients sanéma plasa spektra
intravenozu  antibakterialu  terapiju ar  meropenému,  Kolistinu,
piperacilinu/tazobaktamu, linezolidu un flukonazolu, ka ari pacientam tika veikta
nieru aizstajterapija. Neatkarigi no lietotas arst€Sanas pacientam attistijas ar
osteosintézi saistita infekcija un osteomielits, izdalijumos no briicem atkartoti
auga multirezistentas baktérijas VRE, MDR P. aeruginosa un MDR
A. baumannii. Lai nodro§inatu talaku arsté$anu, 13. augusta tika iznemta gamma

nagla, veikta augsstilba kaula proksimala segmenta rezekcija, kam sekoja audu
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rekonstrukcija un apaksstilba argja fiksacija. Balstoties uz ierosinataju
antibakterialo jutibu, terapija tika mainita uz intravenozu fosfomicinu,
meropenému un kolistinu. Dinamika tika verots klinisks uzlabojums, un
13. septembri, izmantojot audu l&veri, tika slégta laba augsstilba briice. Pacienta
stavoklis pakapeniski uzlabojas, netika noverotas sisteémiska vai lokala
iekaisuma pazimes. Atkartotos brii¢u uzséjumos baktériju augSanu nekonstatgja.
Slimnieks tika izrakstits 15. oktobrT un turpinaja ambulatori sanemt intravenozu
meropenéma un kolistina terapiju, kas tika partraukta péc divam ned€lam, jo
attistijas akiita nieru mazspé&ja, domajams, kolistina izraisits tubulars bojajums.
Novembri pacientam paradijas strutaini izdalfjumi no laba augsstilba.
Datortomografija ar kontrastvielas ievadi briices atveré noradija uz fistulas
izveidoSanos, kura savieno laba augsstilba galvinu un adas virsmu augsstilba
lateralaja augsg€ja treSdala. Pacientam tika veikta fistulotomija, no iegiita briices
materiala atkartoti izauga MDR P. aeruginosa un VRE. Nemot véra aizdomas
par atkartotu augsstilba kaula osteomielitu, tika planota divu etapu operacija, lai
saglabatu giizas locitavas endoprotezéSanas iesp&ju nakotné. Lai panaktu péc
iesp€jas labaku klinisko iznakumu, tika nolemts lietot bakteriofagu terapiju kopa
ar kirurgisku un antibiotisku arstéSsanu. Sadarbiba ar Karalienes Astridas
Militaras medicinas slimnicu Brisel€, Belgija, tika planota Iitiska bakteriofagu
kokteila BFC 1.10 izmantoSana, kura sastava ir fagi, ar Iitisko aktivitati pret

P. aeruginosa un S. aureus.
2.3.2. Fagu terapijas izmantoSana, pacienta talaka arstesana,
izmekléSana un terapijas iznakums, ilgtermina rezultats

Bakteriofagu eksperimentala izmantosana tika veikta atbilstosi Helsinku
deklaracijas 37. paragrafam (51). Pirms terapijas uzsakSanas tika sapemta

rakstiska piekriSana no pacienta par fagu terapijas lietoSanu.
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5. decembrT pacientam tika veikta augsstilba galvinas rezekcija un defekta
aizpildiSana ar kolistinu impregnétu cementa materialu. Atkartoti tika nemti
uzs€jumi, kuros no proksimalas augsstilba kaula dalas izauga MDR
P. aeruginosa, VRE un Staphylococcus epidermidis. Histologiska un vizuala
intraoperativa atrade apstiprindja augsstilba galvinas osteomielitu ar fistulu. Pec
operacijas pacients septinas dienas sanéma intravenozi kolistinu un 23 dienas
linezolidu. 7. decembrT Rigas Stradina universitate tika sanemts BFC 1.10 fagu
kokteilis 2000 ml ar koncentraciju 107 PFU/ml katram kokteil eso$ajam fagam.
Sterilos apstaklos tika sagatavoti sterili konteineri ar 30, 40 vai 50 ml fagu
Skidumu. Tris dienas pirms operacijas pacientam tika uzsakta terapija ar
intravenozu ceftazidima/avibaktama ievadi, ko pacients turpinaja sanemt kopa
15 dienas.

13. decembrt tika veikta operacija, kura tika iznemts ieprieks ievietotais
kolisttnu saturosais kaulu cements, panemti uzs€jumi no dazadam briices vietam,
kuri bija pozitivi, arT uzs&jums no acetabularas virsmas bija pozitivs, uzsgjumos
auga MDR P. aeruginosa. Talak tika veikta nekrotisko audu evakuacija normalo
audu ietvara, briices skaloSana ar 50 ml 4,2 % natrija bikarbonata §kidumu, tika
nogaiditas 5 min. un operacijas vieta skalota ar 50 ml BFC 1.10 bakteriofagu
suspensiju. P&c tam audu bojajumi tika aizvietoti ar m. serratus leveri, ka arT tika
ievietots katetrs briicé lokalai bakteriofagu ievadei turpmakajas dienas. Pirmas
septinas pecoperacijas dienas pacientam tris reizes diena tika lokali ievaditi
40 ml BFC 1.10 bakteriofagu suspensijas ar atrumu 1 ml/min. Pirms katras fagu
ievades reizes briice tika skalota, izmantojot katetru ar 50 ml 4,2 % natrija
bikarbonata Skidumu. Otraja p&coperacijas nedéla fagi tika ievaditi divas reizes
diena ar kopgjo vienas reizes tilpumu 30 ml, $adu terapiju turpindja septinas
dienas. Kopgjais fagu terapijas ilgums bija 15 dienas. Vienlaikus ar lokalo fagu
ievadi tika turpinata jau uzsakta terapija ar intravenozu linezolidu un

ceftazidima/avibaktama ievadi. Fagu arstéSanas laika un péc tas 1., 3., 4., 7., 10.
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un 15. pecoperacijas diena nemtie uzs€jumi no briices bija negativi. Paraléli tika
noteikta ari fagu izdale no briices rita bufer§kiduma parauga pirms fagu
ievadisanas 1., 3., 4., 7., 10. un 15. diena, visos paraugos konstatgja fagu
klatbiitni. ArstéSanas beigas briice sadzija bez lokalam vai sistémiskam
iekaisuma pazimém. Pabeidzot terapiju, fagu ievades katetrs tika iznemts un
nositits mikrobiologiskai izmekleé$anai, no ta gala izauga Candida tropicalis,
kuras arsté$ana netika veikta. Sanemta antibakteriala un fagu terapija, bakteriju
uzs€jumu un fagu uzs€jumu apkopojums ir atspogulots 2.4. attéla. Fagu terapijas
laika netika novérotas nelabvéligas blakusparadibas, pieméram, drudzis, lokali
izsitumi, nieze, slikta daisa, vai citi sSimptomi, ka arT nieru, aknu bojajuma raditaji
saglabajas normas robezas. Decembra beigas pacients tika izrakstits no
stacionara lidz giizas locttavas endoprotezeSanas operacijai, pacientam tika
saglabata apaksstilba argja fiksacija.

Divus ménesus péc fagu terapijas briice bija sadzijusi un netika vérotas
lokalas vai sisteémiskas ickaisuma pazimes, ari labas giizas locitavas magnétiskas
rezonanses izmeklgjuma patologiska atrade, kas varétu liecinat par iekaisuma
ainu, netika konstatéta. Tris méneSus péc fagu terapijas labas guizas un augsstilba
kaula datortomografija netika konstateéta osteomielita aina, ka ari Skidruma
kolekciju klatesamiba. Talaka seSu meéneSu perioda tika veiktas divas laba
augsstilba proksimalas dalas punkcijas, lai vertetu baktériju klatesamibu,
panemtie uzs€jumi bija negativi. Pacientam junija tika nonemts argjas fiksacijas

aparats un tika planota labas giizas locitavas endoprotezésana.

43



IV Kolistins 9 miljoni IU 1 x, tad 3 miljoni IU 3 x diena

Antimikrobiala terapija

Lokala bakteriofagu ievade BFC 1.10 , 50mL itraoperativi - 40 mL 3 x diena 7 dienas -> 30 mL 2 x diena 7 dienas

R
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© % £ MDRP. geruginosa; VRE;S. MDR Negativs Negativs Negativs Negativs Negativs
o S epidermidis P.aeruginosa Candida
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Histologiska v

izmeklésana

Augsstilba galvinas osteomielits ar fistulu

Fagu izdal
agu izdale v VA v v v
no briices
Pozitivs Pozitivs Pozitivs Pozitivs Pozitivs Pozitivs
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decembris . .
Augsstilba galvinas rezekcija un defekta aizpildisana Ci materiala evakuacija, audu defek izvieto$ ar m. serratus |éveri.
ar kolistinu impregnétu cementa materialu. Katetra ievietoSana briicé fagu lokalaiievadei.

2.4. attels. Sanemtas terapijas, bakterialo uzséjumu un fagu izdales rezultati stacionéSanas epizodg,
kad tika izmantota fagu terapija
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2019. gada 3. septembri pacientam tika veikta glizas endoprotez€Sana ar
sudrabu parklatu implantu. Operacijas laika tika nemti uzs€jumi no vairakam
briices vietam. Tika konstatéta MDR P. aeruginosa un VRE (jutiga pret
fosfomicinu) augSana no augsstilba kaula distalas dalas, bet uzsgjumi no
acetubulara rajona un muskuliem proksimalaja augsstilba dala bija bakterialo
kultiru negativi. Pacients sanéma vienu intravenozu vankomicina devu
perioperativajai profilaksei un intravenozu kolistina terapiju, kuru turpinaja lietot
lidz mikrobiologisko izmekl&jumu atbildes sanemSanai. Sanemot pozitivu
bakteriologisko atbildi, pacientam tika turpinata terapija ar kolistinu un
pievienota fosfomicina terapija. Peéc seSpadsmit dienam pacientam tika veikta
DAIR procediira (debridments, antibiotiku terapija un implantata saglabasana),
jo tika konstat€ta hematoma briices rajona un bija aizdomas par iesp&jamu
protézes infekciju. Operacijas laika tika nemtas vairakas iztriepes, no kuram
MDR P. aeruginosa aug$ana tika konstatéta augsstilba audu distalaja segmenta.
Tika turpinata antibakteriala terapija un 4. oktobri tika veiktas punkcijas un to
uzs€jumi no audiem apkart giizas endoprotézei, $ajos materialos bakteriju
augSanu nekonstatgja. Tris dienas vélak pacients tika izrakstits un turpindja
kolisttna un fosfomicina antibakterialu terapiju ambulatori. Saja arsté$anas
epizode pacients sanéma kolistinu seSas ned€las un fosfomicinu piecus meénesus.
Noverosanas perioda péc gada pacientam netika konstatetas lokalas wvai
sistémiskas infekcijas pazimes, slimnieks atzimgja, ka ir ierobezota kustiba
labaja kaja, tomér vins vargja turpinat speélét basketbolu. Piecpadsmit ménesus
péc endoprotezésanas labas giizas un augsstilba radiologiskajos izmekl&jumos

iekaisuma pazimes nevéroja.
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2.3.3. P. aeruginosa, kura izoléta no pacienta ar osteomielitu,
antibakteriala un fagu jutiba

No visiem ieglitajiem paraugiem pétijuma tika izmantoti septini
P. aeruginsoa izolati. Bakteriofagu jutibas, MIC un BPC testé$anai tika
izmantots izolats PA (4), kuru izdalija 23.11.2018. no briices. Vertgjot PA (4)
jutibu pret BFC 1.10 bakteriofagu preparatu, veéroja dalgju lizes zonu
divslanu agara.

Lai veiktu talakos eksperimentus, tika veikta bakteriofaga kokteila
pavairoSana, p&c pavairoSanas bakteriofagu koncentracija pieauga no
1,6 x 10"PFU/ml uz 2,5 x 10° PFU/ml. legiitais pavairotais bakteriofagu
preparats tika izmantots talakai test€Sanai MIC un BPC noteiksanai.

P. aeruginosa izolatu antibakteriala jutiba laika gaita mainijas.

2.3.4. Bakteriofagu un ceftazidima/avibaktama efekts

planktoniskas Stinas un biofilmas novérsana P. aeruginosa

PA (4) izolata pacientam ar osteomielitu

Ceftazidima/avibaktama MIC un BPC vértibas bija attiecigi 8 un
16 mg/L. Tadgjadi saskana ar EUCAST standartu iegiitas vertibas uzradija
planktonisko $tinu jutibu pret ceftazidimu/avibaktamu. Biofilmas veido$anos
noveér§ana nepiecieS$ama antibiotikas koncentracija bija lielaka par iesp&amo
lietojamo koncentraciju in vivo, 1idz ar to biofilmas novérSana PA (4) uzradija
rezistenci pret cetftazidimu/avibaktamu. Izmantojot fagu preparatu BFC 1.10,
baktériju planktonisko S§Gnu augSanu nekonstatéja fagu koncentracija
5 x 107 PFU/ml. Fagu preparits pilniba sp&ja novérst biofilmas veidosanos, tikai
izmantojot  augstako  testéto  koncentraciju - 1,6 x 10° PFU/ml.
Ceftazidima/avibaktama un BFC 1.10 kombinacijas gadijuma tika vérota aditiva
mijiedarbiba P. aeruginosa planktonisko S§unu iznicinasana (MIC), ka ari

biofilmas veidoSanas profilakse (BPC). Lietojot ceftazidimu/avibaktamu
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kombinacija ar BFC 1.10, ceftazidima/avibaktama MIC un BPC vértibas
samazinajas attiecigi no 8 Iidz 4 mg/L (p=0,03) un no 16 lidz 8 mg/L
(p = 0,023), salidzinot ar vertibam, kas iegiitas, lictojot ceftazidimu/avibaktamu
vienu paSu. Biofilmas profilaksei nepiecieSama antibiotiku koncentracija
samazinajas [1dz MIC robezvertibai (< 8 mg/L) saskana ar EUCAST standartu,
padarot baktérijas celmu jutigu pret ceftazidimu/avibaktamu, rezultati ir att€loti

2.5. attela.
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A MIC C
Antibiotika 0.9 p <0001

Bakt@rijas augiana , o <opor
(mg/L) 1024 512 256 128 64 - ODgso

o ......... . .
kontrole 0,7 OBFC 1.10 (6,3 x E6
PFU/mL)
CAZ-AVI 0,76 -1,0 0,6
£
CAZ-AVI and 0,5 CAZ-AVI (4mg/L)
051-0, 2
BFC1.10 M 0,4
BFC 110 ...... oaeose ° 03 po0ms QCAzAY (4me/L) and
. ! (] BFC1.10 (6,3% E6
Negativa 0,10-0,25 0,2 PFU/mL)
kontrole
Fags 1,6 x10° 8x10° 4x10° 2x10° 1x10° 5x107 2,5x1071,3x1076,3 x10° 3 x10° 1,6 x10°0,8 x 10° 01
0-0,09
(PFU/mL) , L4 3

B BPC D
o e oo p <0001
Antibiotika Baktérijas augsana 1.4 gt

512 256 128 64 32 16 8 a 2 1 05 ODgso e
1,2
..........-. . OBFC 110 (13 x E7
1 PFU/mL)
£
30,8 CAZ-AVI (8mg/L)
CAZ-AVI and 3
BFC1.10 %06
a0
BFC 1.10 0,26 - 0,50 o ﬂwwm ww\wﬁ@m\wﬁé
_ 0,4 PFU/mL)
Negativa p=0023
0,10-0,25
kontrole 0,2
Fags 1,6 x10° 8x10° 4x10° 2x10° 1x10° 5x107 2,5x1071,3x1076,3 x10° 3 x10° 1,6 x10°0,8 x10°
0-0,09
(PFU/mL) o L s |

2.5. attéls. BFC 1.10 un ceftazidima/avibaktama MIC (A) un BPC (B) vértiba
P. aeruginosa celma pacientam ar osteomielitu™

* C atttla redzama bakt@rijas augSanas atSkiriba planktoniskas $tinas, izmantojot ceftazidimu/avibaktamu, BFC 1.10 un
to kombinacijas antibiotikas koncentracija 4 mg/L, faga koncentracija 6,3 x 106 PFU/ml; D attgla redzama bakt@rijas augsanas atkiriba,
biofilmas novérsanai izmantojot ceftazidimu/avibaktamu, BFC 1.10 un to kombinacijas antibiotikas koncentracija 8 mg/L,
faga koncentracija 1,3 x 107 PFU/ml. Sterils triptikazes sojas agars tika izmantots ka negativa kontrole.
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2.4. Bakteriofagu eksperimentalais lietojums multirezistenta
Pseudomonas aeruginosa LVAD kabela infekcijas arstéSana
P&tfjuma dala ir aprakstita un publicéta Karla Racena, Jana Laca, Daces

Rezevskas, Laimas Mukanes, Aijas Vildes, Inta Putnina, Sarah Djebara, Maya

Merabishvili, Jean-Paul Pirnay, Marikas Kalninas, Aivara P&tersona, P&tera

Stradina, Sanda Maurina un Jutas Kroi¢as publikacija Successful Bacteriophage-

Antibiotic Combination Therapy against Multidrug-Resistant Pseudomonas

aeruginosa Left Ventricular Assist Device Driveline Infection. Viruses. 2023

May 20;15(5):1210. doi: 10.3390/v15051210.

2.4.1. Pacienta gadijuma raksturojums, pacienta izmeklésana

2020. gada oktobri PSKUS tika stacionés 54 gadus vecs virietis ar
strutainiem izdaltjumiem no LVAD HeartMate 3 (HM3) kabela izejas atveres,
ka arT ar lokalu iekaisumu izejas atveres rajona, febrilu temperatiru un
paaugstinatiem iekaisuma raditajiem (C reaktivais proteins (CRP) 44 mg/L).

No slimibu vestures zinams, ka pacientam 2016. gada novembri tika
implantéta LVAD HM3 ierice, jo pacientam bija smagas pakapes sirds mazspé&ja
(INTERMACS 1. profils), kuras c€lonis bija dilatacijas kardiomiopatija. Ierices
ievietoSana tika veikta, lai nodroSinatu pietickamu sirds funkciju lidz tas
iesp&jamai transplantacijai, 2017. gada pacients tika uzpemts sirds
transplantacijas gaidiSanas saraksta.

Izdaltjumi no LVAD HM3 kabela izejas atveres pacientam pirmo reizi
paradijas 46 ménesus péc ierices implantacijas. Pacientam tika uzsakta terapija
ar piperacilinu/tazobaktamu, kuru pacients sanéma divas ned€las. Tika panemti
uzs€jumi no briices, kuros izauga P. aeruginosa. Pakapeniski iekaisuma process
mazinajas un pacientam tika mainita antibakteriala terapija uz ilgstosu peroralu
ciprofloksacina terapiju ambulatori, pacients tika izrakstits 2020. gada

oktobra beigas.
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Devingpadsmit nedélas vélak, 2021. gada marta, pacients atkal tika
staciongts, jo atkartoti paradijas strutaini izdalfjumi no kabela izejas atveres, ka
arl bija izveidojusies fistula. Atkartotos briices uzsg€jumos auga MDR
P.aeruginosa, kuras arsté8ana bija iespjama tikai ar intravenoziem
antibakterialiem lidzekliem. Pacientam tika uzsakta terapija ar kolistinu, pirma
deva 9 miljoni un p&c tam 3 miljoni IU tris reizes diena, § terapija tika turpinata
lidz operacijai. Tika pienemts lémums veikt LVAD kabela repoziciju jauna
zemadas tuneli. Tika veikta fluora-18-fluorodeoksiglikozes pozitronu emisijas
tomografija ar datortomografiju (*¥F-FDG PET/CT), kura tika konstatéta
hipermetabola aktivitate pa LVAD kabela gaitu lidz védera muskulu Iimenim, ka
arT tika konstatéts viegli infiltréts m. rectus abdominis, iegiita atrade liecinaja par
bakterialu infekciju.

Lai nodro$inatu pec iesp&jas labaku arsté$anas iznakumu, tika pienemts
lemums izmantot bakteriofagus lokala un intravenoza veida. Sads lemums tika
pienemts, pamatojoties uz ieprieksgjo neveiksmigo antibakterialo arstéSanu, ka
arT bija ierobezotas antibakterialas terapijas alternativas iesp&jas. Balstoties uz
izdalitas MDR P. aeruginosa kulturas antibakterialo jutibu, efektiva terapija bija
iesp&jama, izmantojot tikai ceftazidimu/avibaktamu un amikacinu. Sadarbiba ar
Karalienes Astridas Militaras medicinas slimnicu (QAMH) Briselg, Belgija, tika
sanemti divi Iitiskie P. aeruginosa fagi — PNM un PT07. Fagu lietoSanas veids
tika apspriests ar lokalo arstniecibas komandu un QAMH specialistiem.
Arstésana tika veikta saskana ar Helsinku deklaracijas 37. paragrafu (44), un
pirms procediiras no pacienta tika sanemta informé&ta piekriSana par fagu

terapijas lietoSanu.
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2.4.2. Fagu terapijas izmanto$ana

kabela gaitu, ieskaitot dal&ju m. rectus abdominis rezekciju. Operacijas laika tika
nemtas vairakas iztriepes no briices, lai varétu vertét infekcijas izplatibu un
identificétu bakterialo ierosinataju. LVAD kabelis ir klats ar veliiru, lai veicinatu
ta saaugSanu ar zemadas audiem, bet tas rada infekcijas perékla risku, kuru ir
griti sanét, tapec operacijas laika velurs tika nonemts no kabela. Velliru nositija
talakai mikrobiologiskai analizei. Turpmaka operacijas gaita tika veikta briices
skaloSana un lokala apstrade ar Pronfosan ® skidumu (B. Braun, Vacija), kur§
satur virsmaktivu vielu betainu un 0,1 % poliaminopropilbiguanidu
(poliheksidinu). Tad vedera pricksgja siena tika sagatavots jauns zemadas
tunelis, lai taja ievietotu LVAD kabeli. Lai samazinatu iesp&ju, ka jaunais
modularais kabela savienotajs varétu tikt kontaminéts no apkartesosa Skidruma
vai audu materiala, un parvietoSanas laika nodrosinatu sterilitati, tika izmantots
sterils ultraskanas zondes apvalks, lai izklatu zemadas tunela sienas. Jaunais
zemadas tunelis un iepriek$gjais ar P. aeruginosa inficétais tunelis tika skalots ar
250 ml 0,9 % NaCl un tad ar 250 ml 4,2 % NaHCO3, lai apkartgja vide biitu
sarmaina. Piecas miniites velak katru no tuneliem skaloja ar 50 ml fagu
suspensijas, kuras sastava bija PNM un PTO07 fagi, katrs koncentracija
107 PFU/ml. Caur jauno zemadas tuneli tika ievietots jauns modularais kabelis,
kas jau bija savienots ar LVAD kontrolierici. Notika Tslaiciga iekartas atslégSana,
lai atvienotu veco un pievienotu jauno kabeli LVAD iekartai. Parliecinoties, ka
pacients ir hemodinamiski stabils un LVAD darbojas, kabelis tika ievietots
jaunaja zemadas kanala. Fagu lokalai ievadiSanai jaunaja tuneli tika ievietots ar1
8-FR Kkatetrs. Briice tika atstata valgja sekundarai dzisanai.

Divas stundas pirms operacijas, izmantojot inflzijas stikni ar atrumu
13 ml/h, seSas stundas caur centralo venozo katetru tika ievaditi 80 ml PNM un

PTO7 fagi, katra faga koncentracija bija 10’ PFU/ml. Sada intravenoza fagu
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terapija tika turpinat kopuma astonas dienas. Nakamaja diena p&c operacijas tika
veikta lokala 50 ml PNM un PTO7 fagu ievade, izmantojot 8-FR ieprieks
ievietoto katetru. Lokala fagu terapija tika turpinata tris dienas. Pirms lokalas
fagu lietosanas briici skaloja caur katetru ar 250 ml 0,9 % NaCl un tad ar 250 ml
4,2 % NaHCO3. Divas stundas pirms operacijas tika uzsakta arl intravenoza
antibiotiku terapija ar ceftazidimu/avibaktamu 2,5 ¢ tris reizes diena un
amikacinu 750 mg divas reizes diena. Amikacinu turpingja lietot Cetras nedglas,
bet ceftazidimu/avibaktamu seSas ned€las (skatit 2.6. att€lu). Visos nemtajos
intraoperativajos brii¢u uzsgéjumos izauga P. aeruginosa. Pacientam tika veikta
regulara (katru dienu) briices parsieSana un iztriepju bakteriologiska
izmekleSana, kura bakteriju augSanu nekonstatgja. Sesas dienas p&c operacijas
briice bija bez iekaisuma pazimém un tika slégta. Fagu terapijas laika nevélamas
blakusparadibas, ka slikta diiSa, febrilitate, izsitumi un citas, netika noverotas, ka
arl aknu un nieru bojajumu markieri saglabajas normas robeza. Fagu titrs
slimnieka asinis bija stabils septinas arstéSanas dienas péc kartas, respektivi,
10? PFU/ml. Fagu klatesamibu asinis vairs nevargja noteikt, sakot ar pirmo dienu

péc fagu ievades partrauksanas (2.6. att€ls).
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IV Amikacins 750 mg 2 x diena
Antibakteriala

terapija

Fagu terapija

Lokala bakteriofagu PT07 un
PNM ievade, 50mL operacijas
laika - 50 ml x 1 diena

Fagu izdale no

asinim | 102PFU/ml I 1] |
| Il |
Janijs - Jalijs, \
2021 16.06. 17.06. 18.06. 19.06. 20.06. 21.06. 22.06. 23.06. 24.06. 25.06. 26.06. // 16.07. 31.07.

. LVAD kabela repozicija, jauna tuneja izveidosana, briices revizija

2.6. attels. Sanemtas terapijas un fagu koncentracijas rezultati stacionéSanas epizode,
kad tika izmantota fagu terapija
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2.4.3. Lietotas terapijas iznakums, ilgtermina rezultats

Sesas ned€las pec LVAD kabela repozicijas operacijas pacientam tika
veikts atkartots ¥F-FDG PET/CT, kura véroja vieglu atlieku metabolu aktivitati
proksimala kabela dala, kas salidzinajuma ar ieprieksgjo izmekl&jumu bija
izteikti samazinajusies. Sadas radiologiskas izmainas skaidrojamas ar agrinu
izmeklgjuma veikSanu un reaktivam audu izmainam. Briice vizuali bija bez
iekaisuma pazimém, iekaisuma raditaji bija normas robeza. Pacients tika
izrakstits no stacionara 45. pecoperacijas diena.

Trisdesmit Cetras ned€las pec kabela repozicijas operacijas tika veikts
atkartots PET/CT, kura iekaisuma ainu nekonstatgja. Pacients turpina regularu

noverosanos pie arsta, 21 menesi p&c operacijas infekcija nav atkartojusies.

2.4.4. P. aeruginosa, kura izoléta no pacienta ar LVAD kabela

infekciju, antibakteriala un fagu jutiba

Pé&tijuma tika ieklauti pieci P. aeruginosa izolati. To antibakteriala jutiba
laika gaita bija mainiga, saglabajot plasu antibakterialo rezistenci. Pirms tika
izmantota bakteriofagu terapija, to jutiba tika noteikta izolatam PAO3, kurs iegiits
no izdaljjumiem no LVAD izejas atveres. Talakiem in vitro testiem tika
izmantots PAPO1 izolats, kur$ iegiits, kultivéjot materiadlu no LVAD kabela
veliira, kas tika nonemts operacijas laika. legitie rezultati parada, ka fagu jutiba,
izmantojot divkarSo agara punktu metodi, bija ar mérenu lizi PTO7 un ar dal&ju
lizi PNM fagam. Savukart, veértejot EOP PT07 fagam, izmantojot abus izolatus,
tas bija 0,1, bet PNM fagam, izmantojot PAO3 — 0,001, PAPO1 — 0,0005.
Rezultati liecina, ka PNM faga Ittiskais efekts bija izteiktaks un tas bija
virulentaks pret pacienta P. aeruginosa izolatiem, savukart PNM bija mazak
virulents un ta Iitiskais efekts, vertgjot EOP rezultatus, dinamika pret jaunako no

izolatiem (PAPO1) samazinajas. Rezultati ir atspoguloti 2.5. tabula.
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2.5. tabula

Antibakterialas un fagu jutibas rezultati P. aeruginosa izolatiem pacientam ar LVAD kabela infekciju

CN573 PAO1 PAQ02 PAO3 PAPO1 PAPQ2
Faga Izdalijumi no Izdalijumi no Izdalijumi no Veliirs no Veliirs no
Izolata veids Lo _ LVAD kabela LVAD kabela LVAD kabela
saimniekkultara izejas atveres izejas atveres izejas atveres LVAD kabela | LVAD kabela
IzoleSanas laiks - 04/10/20 05/03/21 19/04/21 16/06/21 16/06/21
S S S
AMK (MIC < 4) S S S (MIC < 4) (MIC < 4)
| | |
FEP (MIC = ) N/A N/A N/A (MIC = 2) (MIC = 4)
| | |
CAZ (MIC = 2) ! R ! (MIC = 2) (MIC = 2)
S S S
CAZ/AVI (MIC < 1) N/A N/A N/A (MIC < 1) (MIC < 1)
| | |
cip (MIC = 0.25) ! R R (MIC=025) | (MIC=0.25)
S S S
CST (MIC = 2) N/A S S MIC< 1) (MIC = 2)
R R R R R
FOF (MIC>128) | (MIC>128) | (MIC>128) N/A (MIC>128) | (MIC > 128)
| | |
IPM (MIC < 1) ! R R (MIC < 1) (MIC < 1)
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2.5. tabulas turpinajums

CN573 PAOL PAO2 PA03 PAPO1 PAPO2
Faga Izdalijumi no Izdalijumi no Izdalijumi no Veliirs no Veliirs no
Izolata veids | o niekkultara | LYAD kabela | LVAD kabela | LVAD kabela | v )y op o0 | LVAD kabela
1Z€jas atveres 1Zgjas atveres 1Zgjas atveres ’ ’
S S S
MEM (MIC = 1) S R ! (MIC<0,125) | (MIC=1)
S S S
TOB (MIC = 0,5) N/A R R (MIC = 0,5) (MIC = 0,5)
_ I _
2P (MIC = 8) : R ! (MIC = 4) (MIC = 8)
PNM fi T N/A N/A o o N/A
ags EOP = 0,001 EOP =0,0005
- +++
PTO7 fags - N/A N/A Eop 0.1 FoP— 0.1 N/A
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2.4.5. Bakteriofagu efekts planktoniskas un biofilmu veidojosas
§iinas, bakteriofagu rezistences attistiba PAP01 kultiira,
izmantojot biofilmas eradikacijas modeli
Izmantojot PAPO1 izolatu, tika vérots, ka tikai fags PNM koncentracija

10° PFU/ml spé&ja samazinat biofilmas veido3anos neliela apmera (2.7. attels).
Pargjos gadijumos, lietojot PNM, PT07 un to kombinacijas dazadas
koncentracijas, biofilmas eradikaciju nevéroja. Planktonisko §tinu augsana péc
12 h samazinajas, izmantojot visus fagus, visas to koncentracijas. Savukart pec
24 h nozimigs litiskais efekts bija vérojams tikai PNM fagam koncentracija no
107 Iidz 108 PFU/ml un fagu kombinacijai visas testétajas koncentracijas
(2.7. B attels). Visos gadijumos p&c 12 h fagu Iitiskais efekts planktoniskas $tnas
bija labaks, izmantojot lielakas fagu koncentracijas, iznemot PTO07 faga
koncentracijas 107 un 108 PFU/ml. Sadu sakaribu nevéroja, nosakot fagu litisko
efektu 24 h péc inkubacijas planktoniskas $tnas, atseviskos gadijumos pat tika
noverota pretéja sakariba, proti, fagu efekts bija labaks, izmantojot ta mazakas
koncentracijas — 107 pret 10° PFU/ml un 108 pret 10° PFU/m.

Fagu rezistence tika novérota visos gadijumos péc 24 h inkubacijas, ta
bija mazak izteikta, izmantojot PNM un PT07 kombinacijas. Izmantojot PT07
fagu visas ta koncentracijas un PNM fagu 107 PFU/ml, fagu rezistence bija
100 % (2.7. C attéls).
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PNM

PTO07
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NC
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2> >

Q
rezistence, % 100 90 80 100 100 100 70 90 80 %\é

Fagu koncentracija, PFU/ml

2.7. attéls. PNM, PT07 un to kombinacijas MIC un MBEC PAPO01 izolata —
biofilmas eradikacijas modelis*

* Stabini atspogulo baktériju vidgjo OD vértibu + SD, izmantojot dazadas fagu
koncentracijas (mérita 600 nm). Fagu procentuala rezistence ir atspogulota zem katra
grafika. (A) MIC12; (B) MIC24; (C) MBEC; PC — pozitiva kontrole, PAPO1 kultiira

atseviski; NC — negativa kontrole, sterils TSB; ODr — aprékinata bakteriofagu

rezistences robezvertiba. Stabini, kuriem ir t€mtura zime (#), norada uz statistiski ticamu
atskirbu pret pozitivo kontroli, stabini, kuriem ir zvaigznite (*), norada uz statistiski
ticamu atSkiribu starp viena faga vai fagu kombinacijas dazadam koncentracijam;
*[# p vertiba < 0,05, **/## p vertiba < 0,01, ***/### p vértiba < 0,001
un ****[##H p vertiba < 0,0001.

2.4.6. Bakteriofagu efekts planktoniskas un biofilmu veidojosas
§iinas, bakteriofagu rezistences attistiba PAP01 kultara,
izmantojot biofilmas profilakses modeli
Bakteriofagu PNM, PT07 un to kombinacijas sp&ja profilaktiski inhib&t

biofilmas veidoSanos tika noteikta, izmantojot tas paSas fagu koncentracijas,

kuras izmantoja biofilmas eradikacijas modeli. Rezultati atspogulo, ka PNM
fagam un ta kombinacijai ar PTO7 fagu tika noverota biofilmas veidoSanas
inhibicija visas izmantotajas faga koncentracijas. Savukart PNM fagam netika

novérota sp&ja ierobezot biofilmas veidosanos, gluzi pretgji, atseviskas ta
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koncentracijas 107 un 108 PFU/ml véroja biofilmas biomasas pieaugumu. Litisks
efekts planktoniskas $tinas tika vérots visiem fagiem gan 12 h, gan 24 h péc
inkubacijas.

Bakteriofagu rezistence attistijas, izmantojot visus fagus baktériju
biofilmas, to nevéroja PNM un PTO07 fiagu kombinacijai 10° PFU/mI
koncentracija, savukart PNM faga koncentracijas 107 un 108 PFU/ml ta sasniedza
100 %. Planktoniskas $tinas rezistence attistijas tikai péc 24 h inkubacijas un

tikai PTO7 fagam (2.8. attels).

A
1.5= i
=== PNM
Fokkk = PTO07
L ——|
E 1.0+ ook == PNM+PTO07
o | == PC
8 *kkok
a [ — NC
(o]
ODg =0.46 0533
0.0~ T
A % O A % O A & o N
B8 S S8 8 &8 88 Y?Q ,@0
Fagu Q A2
rezistence, % 00 0 0.0 0 9 0 (:,\é

Fagu koncentracija, PFU/ml
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1.5+
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g 1.0~ | m=m PNM+PTO07
8 == PC
bt NC
Q ODg=061-
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0.0~
A s o A s o A s o n
LS B 888 vg“ ,\6@
@
Fau 100 100 70 10 40 40 20 10 0 & &

rezistence, % '5@
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2.8. attels. PNM, PT07 un to kombinacijas MIC un BPC PAP01 izolata —
biofilmas profilaktiskais modelis*

* Stabini atspogulo baktériju vidgjo OD vertibu + SD, izmantojot dazadas fagu
koncentracijas (mérita 600 nm). Fagu procentuala rezistence ir atspogulota zem katra
grafika. (A) MIC12; (B) MIC24; (C) BPC; PC — pozitiva kontrole, PAPO1 kultiira
atseviski; NC — negativa kontrole, sterils TSB; ODr — aprékinata bakteriofagu
rezistences robezvertiba. Stabini, kuriem ir témtura zime (#), norada uz statistiski ticamu
atSkiribu pret pozitivo kontroli, stabini, kuriem ir zvaigznite (*), norada uz statistiski
ticamu at8kiribu starp viena faga vai fagu kombinacijas dazadam koncentracijam;
*[# p vertiba < 0,05, **/## p vertiba < 0,01, ***/### p vertiba < 0,001
un ****[### p vertiba < 0,0001.
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2.4.7. Bakteriofagu un antibiotiku mijiedarbiba planktonisko $iinu

Iizé un biofilmas eradikacija, izmantojot sakotngji fagus

un tad antibiotikas

Izmantojot biofilmas eradikacijas modeli, kura sakotn&ji CN573 kultiira
paklauta fagu PNM, PT07 vai to kombinacijas iedarbibai 10” PFU/mI 12 h un tad
terapeitiskais lidzeklis mainits uz ceftazidimu/avibaktamu vel 12 h inkubacijai,
tika noverots, ka fagu un antibiotiku kombinacijai bija statistiski ticama atskiriba
(p < 0,05) biofilmas modeli, salidzinot ar antibiotiku vienu pasu 24 h garuma.
Planktoniskas §tinas ceftazidims/avibaktams viens pats nespé&ja iznicinat CN573,
izmantojot ta koncentraciju 2 mg/L. Izmantojot lielakas ceftazdima/avibaktama
koncentracijas, CN573 planktoniskas $tnas tika iznicinatas. Lietojot fagus
pirmas 12 h un tad terapiju mainot uz 12 h ceftazidima/avibaktama iedarbibu,
véroja, ka bakteriju iznicinasana notika jau 2 mg/L koncentracija. Sis rezultats
norada uz fagu un ceftazidima/avibaktama aditivo mijiedarbibu.

Vertgjot fagu un ceftazidima/avibaktama mijiedarbibas ietekmi uz CN573
noformétas biofilmas eradikaciju, véroja sinergistisku efektu visas izmantotajas
antibiotikas koncentracijas (p < 0,05), kur antibiotika viena pati nesp€ja iznicinat
baktériju $tinas biofilma. Rezultati liecina, ka sinergija, lai iznicinatu biofilmu,
pastav, izmantojot vispirms fagus 12 h inkubacijai un tad mainot terapeitisko
lidzekli uz antibiotiku atlikuso 12 h iedarbibai.
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3. Diskusija

Promocijas darbs veltits t€mai par bakteriofagu iesp&jamo lietojumu
multirezistentu ar biofilmu asoci€tu infekciju apkaroSana dazadas kliniskas
situacijas, kur §Ts problémas ir Tpasi aktualas, ka implant&jamo iericu infekcijas
(PD katetri, LVAD), smagu kaulu un miksto audu bojajuma gadijuma, ta ari
pacientiem ar riska faktoriem (iminsupresija, strukturalas un/vai fiziologiskas
audu izmainas).

Bakteriofagi jeb fagi ir bakteriju virusi, kuriem piemit unikala spg&ja
inficét bakterijas un tas iznicinat. Litiskie fagi ir izplatiti apkartgja vid€, un tie
nespgj inficét ne cilveka, ne dzivnicka §inas. So specifisko Tpasibu dél
bakteriofagi ir potencials Iidzeklis cIna ar bakterialam infekcijam, 1pasi tadam,
kuras nav iesp&jams arstét ar antibiotikam. Bakteriofagu terapija ka alternativa
infekciju arstéSana ir ieklauta Eiropas Savienibas antimikrobialas rezistences
ierobezosanas plana.

Veiktie pétijumi par bakteriofagu efektu multirezistentas infekcijas
norada uz to potencialu, tomé&r nav skaidras atbildes par fagu mijiedarbibu So
bakteriju veidotajas biofilmas. Tapat trukst klinisko datu, lai drosi un efektivi

varétu izmantot bakteriofagus pacientu arstésana.

Bakteriofagu efekts S. aureus kultiiras peritonealas
dializes pacientiem

Rezultati atspoguloja dazadu komerciali pieejamu bakteriofagu plaso
Iitisko aktivitati, noradot uz izteiktu fagu antimikrobialo iedarbibu pret
izolétajam S. aureus kultiram. Pozitivs vai litisks bakteriofaga efekts tika
konstatéts pret visiem S. aureus (n = 71) izolatiem, izmantojot Eliava (Pyo, Ses,
Fersisi, Enko, Intesti) un Microgen (Pyobacteriophag) komerciali pieejamos
bakteriofagu kokteilus, savukart, izmantojot Eliava stafilokoku bakteriofaga

preparatu, rezistences biezums vai Iitiska efekta neesamiba bija 26 % (n = 9).
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Visbiezak noverota pozitiva fagu Iitiska efekta veids bija dalgja lize, kas izolatu
vidi bija no 56 % Iidz 100 %, izmantojot dazadus bakteriofagu preparatus.
Iegiitie rezultati par plaso fagu Iitisko efektu (100 %) visiem, iznemot Eliava
stafilokoku bakteriofaga preparatam, varetu but saistiti arT ar iesp&jami maza
genétisko S. aureus izolatu daudzveidibu pétitaja populacija (45). Bakteriju
rezistences vai vaja Iitiska efekta gadijuma, izmantojot Eliava stafilokoku
bakteriofaga preparatu, tika veikta adaptacijas procediira jeb saimniekbakteriju
spektra paplaSinasana. Adaptacijas rezultata tika novérota izteikta bakteriofagu
Iitiska efekta pastiprinasanas, kas rezultgjas ar 100 % [itisko aktivitati
izmantotajos S. aureus izolatos. Deviniem izolatiem, kuri bija rezistenti pret
izmantoto fagu, adaptacija rezult€jas ar rezistences parvaré$anu un pozitivu
Iitisko efektu; diviem izolatiem sakotngji vajais fagu Iitiskais efekts pastiprinajas
no atseviskiem plakiem (+) Iidz vajai lizei (++). Fagu adaptacijas princips
galvenokart ir saistits ar spontanam mutacijam un iesp&jamu génu rekombinaciju
starp genétiski atSkirigiem bakteriofagiem virusa kokteila ietvaros. Sadu izmainu
rezultata mainas strukturalie génu produkti, pieméram, fagu astes proteini, kas
nepiecieSami faga piesaistei pie saimniek$iinas vai adsorbcijai, kas ir pirmais
faga infekcijas solis bakterija. Adaptacijas process var ari samazinat lizes laiku
un palielinat jauno virusa kopiju skaitu (46, 47). Nesenie atklajumi par Eliava
stafilokoku bakteriofagu preparatu, kas sastav no Twort Iidziga faga Sb-1,
paradija, ka p&c adaptacijas procesa fagu preparata tika atrasti dazadi ta mutantie
varianti, kas rezultgjas ar faga preparata litiska spektra palielinaSanos no
87 % lidz 96 %, efektu vertgjot genétiski daudzveidigos S. aureus celmos no
geografiski dazadiem regioniem. Interesanti, ka genctiskas atSkiribas starp
originalo jeb sdkotngjo Sb-1 fagu un ta kloniem tika konstatétas faga genoma
hipervariablaja kompleksa atkartojumu strukttra, bet adsorbcijas atrums starp
originalo fagu un ta mutantajiem variantiem bija 1idzigs, no ka var secinat, ka

Sb-1 faga saimniekbakteriju spektra paplasinasanas mehanisms joprojam nav
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skaidrs (48). Cita Sveice veikta pétijuma tika iegiiti Iidzigi rezultati — pec Eliava
Pyo bakteriofaga adaptacijas, izmantojot E. coli izolatus no pacientiem ar
urincelu infekciju, Iitiskais spektrs palielingjas no 65,9 % lidz 92,7 % (49).

legttie rezultati atspogulo klmiski nozimigu (izteiktu un merenu)
biofilmas veido$anos spgju 91,2 % (n = 31) S. aureus izolatiem, kas ir tapat ka
cita petijuma Brazilija, kur, p&tot S. aureus izolatus PD peritonita pacientiem, tie
biofilmu veidoja 88,7 % (n = 55). Jaatzimg, ka $aja pétijuma tika izmantota cita
biofilmas noteikSanas metode (50), kas norada, ka kristalvioleta krasojuma
metode 96 bedriSu mikroplaté var tikt izmantota ka izmaksu efektiva un
salidzino$a metode kliski nozimigu S. aureus izolatu biofilmas noteikSanai.
Fagu Iitiska aktivitate neatSkiras dazadas S. aureus biofilmu veidosanas pakapju
grupas, kas liecina, ka S. aureus biofilmas veidoSanas spgja neietekme fagu
Iitisko efektu in vitro planktoniskas baktériju §tinas.

legiitie rezultati par biofilmu veidoSanas fenotipu (biofilmas lielumu) un
jutibu pret fagiem apstiprina S. aureus fenotipisko atskiribu pat viena pacienta
ietvaros, p < 0,01 (2.1. attels). Lai gan baktérijas bija fenotipiski atkirigas, tas

neietekméja bakteriofaga Iitisko efektu, kas tika konstatéts vairumam izolatu.

Bakteriofagu efekts uropatogénas E. coli planktoniskas
un biofilmu producgjosas Siinas

Pé&tijuma dati liecina, ka E. coli, kas izolétas no pacientiem ar UCI, bieZi
var veidot biofilmas. Rezultati parada, lai gan amoksicilins/klavulanats un
ciprofloksacins var veiksmigi iznicinat bakteriju planktoniskas $tinas, tie nespgj
iznicinat bakteriju veidotas biofilmas. Rezultati atspogulo, ka atSkirtba no
antibiotikam, ja bakteriofagi spgj iznicinat bakteriju planktoniskas §iinas, tad tie
var iznicinat ar1 konkrétas baktrijas biofilmu. Situacijas, kad bakteriofagi

sakotngji uzradija vaju iedarbibu pret E. coli izolatu, fagus var&ja pielagot, veicot
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adaptacijas procediru, tadgjadi panakot Iitisku iedarbibu gan planktoniskas, gan
biofilmu veidojosas bakteriju §inas.

E. coli biofilmas veido$ana tiek vérota biezi (51-54), lai gan veikta
petijuma rezultati liecina, ka bakteriju sp€ja veidot biofilmu ir loti atSkiriga starp
uropatoggnajiem E. coli izolatiem. Bakt&riju sp&ja veidot biofilmu jauzskata par
butisku faktoru infekcijas arsté€Sana. Antibiotiku lietoSana parasti ir balstita to
iedarbibas analizé planktoniskas bakteriju Siinas, nepieverSot pietieckamu
uzmanibu biofilmu veidoSanas riskam. Lai gan antibiotikas var veiksmigi
iznicinat planktoniskas baktériju Stinas, tas biezi nespgj iznicinat biofilmas, tapec
biofilma esos$as bakterijas spgj biit noturigas pret arst€Sanu un var izraisit
infekcijas recidivu (55).

Reizém, lai sasniegtu MIC un MBEC vertibas biofilmu modelos, ir
nepieciesams izmantot lielas antibiotiku koncentracijas (19). Lai sasniegtu
atbilstosas antibiotiku koncentracijas cilvéka organisma, nepiecieS§ams izmantot
lielas devas, kas parsniedz antibiotiku maksimalo pielaujamo devu un tadel var
biit kaitigas vai pat letdlas pacientam. Sadas antibiotikas nenodrogina efektivu
arstéSanu biofilmu asociétu infekciju arstésana, lai gan tiek vérots to efekts in
vitro. P&tfjuma rezultati liecina, ka fagu efekts ir Iidzvertigs vai pat labaks
bakteriju biofilmas (MBEC veértibas) neka planktoniskas §tinas (MIC vértibas).
Visskaidrak to var noverot, analiz&jot Ses faga iedarbibu pret 021UR izolatu
(sk. 2.3. att€lu), kur vérojams, ka baktériju inhibicija, izmantojot vienadas faga
koncentracijas, ir labaka baktériju biofilmas esosas §iinas, nevis planktoniskas
bakteriju §tnas. To varétu skaidrot ar to, ka fagi sak aktivu replikaciju bridi, kad
bakt&rijas izklGst no biofilmas un klast metaboliski aktivas (56). Visi tris testétie
fagu preparati sp&ja inhib& 021UR izolata bakteriju biofilmas, savukart abas
vertetas antibiotikas amoksicilins/klavulanats un ciprofloksacins to nespgja,

MBEC vertiba tika sasniegta tikai 64 mg/L koncentracija. Rezultati norada, ka
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$aja gadfjuma fagiem ir labaks in vitro antibiofilmas efekts salidzindjuma ar
testetajam antibiotikam.

Lai gan abi izolati 021UR un 01206UR veido spé&cigas biofilmas un ir
rezistenti pret vairakam antibiotikam, tie joprojam ir jutigi pret fagiem. Tas liek
secinat literatiira aprakstitas paradibas, ka antibakterialas rezistences attistiba nav
vienlidz saistita ar bakteriofagu rezistenci un fagu, antibiotiku krusteniska
rezistence nenotiek (57). Ka ierobeZojums precizu fagu analizei jamin, ka
petijuma netika izmantoti atseviski fagi, bet gan komerciali fagu kokteili.
Izmantojot komercialos fagu kokteilus, ir griiti tos pavairot, jo nebija pieejami
originalie saimniekorganismu celmi, uz kuriem $ie fagi tika audz&ti un pavairoti
to raZotnes.

Atskiriba no antibiotikam fagi ir dzivi virusi, un to aktivitati var ietekmet
dazadi faktori, piem&ram, baribas vielu daudzums, temperatira un pH. Tapéc
petijumu laika ir loti svarigi nodrosinat atbilstoSus augSanas apstaklus un
izmantot piemérotas laboratoriskas metodes. Kalgari biofilmas modelis
nodro§ina atrus un atkartojamus rezultatus, nosakot minimalo biofilmas
eradikacijas koncentraciju (41). Saja modeli ir iesp&jams nodroginat dinamiskus
apstaklus un pievienot svaigas baribas vielas jau noformétajam biofilmam, un
p€c to iznicinasanas ir iespgjams noteikt izdzivojoSo bakteriju Stnu esamibu
biofilma, kas pieskir lielaku ticamibu p&tijuma ieglitajiem rezultatiem.

Katram bakteriofagam ir savs darbibas spektrs. Tapec iedarbiba pret
daziem baktgriju celmiem var biit vaja vai pat bakt€rijas var bit pret tiem pilnigi
rezistentas. Viena no iesp&jam paplasinat fagu aktivitates spektru ir izmantot
vairaku fagu kokteilus, ka tas tika darits arT §aja p&tfjuma. Otrs veids, ka uzlabot
fagu aktivitati, ir veikt fagu adaptaciju, kas ievérojami var uzlabot to efektivitati
(58, 59), lidzigi ka ieprieksgja pétijuma dala ar S. aureus izolatiem. Sakotngji
Pyobacteriophag no Microgen nesp&ja inhibét 01206UR augSanu, bet péc

adaptacijas tika noverots bitisks efekta uzlabojums no vajas lizes (+) lidz pilnigai
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bakteriju lizei (+++), IidZigu rezultatu veroja biofilmas modell gan
planktoniskas, gan biofilmu veidojosas bakteriju Sunas (sk. 2.2. att€lu).
Komplicgtos gadijumos, kad antibiotikam nav vélama efekta un fagu efektivitate
ir zema, adaptacija var bt risinajums, lai iegiitu efektivu Iidzekli infekcijas

arstéSanai.

Bakteriofagu eksperimentalais lietojums multirezistenta
Pseudomonas aeruginosa augsstilba osteomielita arstéSana

Smagu miksto audu un kaulu struktiiru bojajumu gadijuma bakteriala
infekcija ir viena no biezakajam komplikacijam, posttraumatisks osteomielits var
attistities 1idz pat 19 % (60). Antimikrobiala rezistence rada butisku risku
posttraumatisku infekciju arstéSana. Tadi faktori ka valgja kaula luizuma
smaguma pakape, pieméram, III pakapes lazums péc Gustilo-Andersona
klasifikacijas, un plasi miksto audu bojajumi ir saistiti ar augstu risku
pecoperacijas infekcijas attistibai, tas biezums $adu traumu gadijuma vari€ 4—
52 % (61, 62). Batiski, ka arvien biezak tiek novérots gramnegativo bakteriju un
polimikrobialas floras ierosinataju biezums, pasi III pakapes valgju lizumu
gadijuma, kas ir saistits ar sliktaku prognozi un sarezgitaku slimibas gaitu (63).
P. aeruginosa ierosinatas infekcijas, t. sk. kaulu un miksto audu, ir grutak
arstéjamas, un tam tiek novérots biezaks slimibas recidivs (64, 65). Tas
skaidrojams ar multipliem baktérijas virulences faktoriem, pieméram, izteiktu
sp&ju veidot blivas biofilmas, sp&ju pielagoties dazadiem vides apstakliem,
eksotoksinu un proteazu produkciju, lidz ar to Pseudomonas ierosinatam
infekcijam ir nepiecieSams ilgaks arst€Sanas kurss un nepiecieSams kombingt
divus vai vairak dazadu grupu antibakterialos lidzeklus (21, 22, 66, 67).

Lidzigi ar1 klmiskaja gadijuma, kur pacientam tika izmantota
bakteriofagu terapija, infekciju ierosingja polimikrobiala flora, ko veidoja MDR

P. aeruginosa, karbapenémiem rezistentais A. baumannii un VRE. Neskatoties
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uz vairakam nekrotisko audu ekscizijam un briices revizijas operacijam, ka arl
plasi lietoto antimikrobialo terapiju, infekcija recidivgja un attistijas augsstilba
kaula osteomielits, ko galvenokart ierosinaja tie§i MDR P. aeruginosa. P&tijuma
rezultati liecina, ka izoléta MDR P. aeruginosa bija ne tikai rezistenta pret
dazadam antibakterialam vielam, bet ar1 spéciga biofilmu veidotaja, kas veicinaja
recidivéjoSas infekcijas attistibu un rezult€jas ar nesekmigu standarta
antibakterialu un kirurgisko terapiju. Izolétais MDR P. aeruginosa celms bija
jutigs pret ceftazidimu/avibaktamu, tomer ta izmantoSana monoterapija var but
neefektiva, jo rezistences attistibas risks pret ceftazidimu/avibaktamu ir augsts
un notiek salidzino§i isa laika (68). Sie apsvérumi lika izmantot
bakteriofagu terapiju.

Bakteriofagu spgja pasreplic€ties un razot polisaharidu depolimerazes,
kuras ir sp&jigas noardit bakteriju izveidotas biofilmas struktiras, padara tos par
pievilcigu lidzekli arT P. aeruginosa biofilmu asociétu infekciju arsté$ana (36,
69). Vairaki in vitro pétjjumi ir pieradijusi antibakterialu Ilidzeklu un
antipseidomonalo bakteriofagu sinergisku iedarbibu, tomér $ada mijiedarbiba
nav absoliita un ir saistita ar antibakteriala Iidzekla darbibas mehanismu (29, 70).
Fagu un antibakterialo Iidzeklu mijiedarbibai biitiska loma ir ar1 vides faktoriem,
piem@ram, temperatirai, skabekla daudzumam, pH un citiem, kas bitiski
ietekmée bakterijas biofilmas veido$anas sp&ju (71, 72). Sadi apsvérumi rada art
apgrutingjumu, lai salidzinatu kliniskos un laboratoriskos rezultatus biofilmu
asociétu infekciju arstésana. Sobrid pieejamie dati par fagu terapiju liecina, ka ta
ir drosa (73, 74), ja bakteriofagu preparats tiek sagatavots pec kvalitates un
drosibas kritérijiem atbilstosi fagu preparatiem (35, 39), tomér Sie dati ir
ierobezoti un nepiecieSami talaki kliniskie pé&tijumi. Lidz ar to infekciju
arsteéSanai biitu jaizmanto fagu preparati, kas ir labi aprakstiti un drosi pacientu
arstéSana, pieméram, bakteriofagu kokteilis BFC 1.10, kur$ tika izmantots

konkrétajam pacientam ar osteomielitu (34). Tika novérota BFC 1.10 un
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ceftazidima/avibaktama aditiva iedarbiba planktonisko $tnu aug$ana un
biofilmas izveides profilakse. Bitiski, ka biofilmas novérSanai nepiecieSama
antibiotikas koncentracija, kombingjot fagus ar antibiotiku, samazinaja
ceftazidima/avibaktama MIC robezvértibu, panakot baktérijas jutibu pret
antibiotiku (2.5. attéls) atbilsto§i EUCAST standartam biofilmas profilakses
modelt.

Sesus méneSus péc arstéSanas pabeigSanas pacienta briices bija
sadzijusas, iekaisuma raditaji bija normas robeZas, ka ar7 veiktie radiologiskie
izmekl&jumi un audu punkcija neliecinaja par infekcijas recidivu. Neraugoties uz
augsstilba proksimalas puses infekcijas izarst€Sanu, augsstilba distalaja dala
saglabajas MDR P. aeruginosa un VRE infekcija. Lidz ar to izmantota
bakteriofagu un antibiotiku arsté€$ana nerezult€jas ar pilnigu bakterialu
eradikaciju, bet panaca osteomielita izarsteéSanu acetabularaja rajona, kas lava
veikt glizas endoprotezéSanu. Ne mazak svarigi, ka arstéSanas laika netika
novérotas terapijas blakusparadibas.

Augsstilba distala segmenta infekcija péc labas gtzas locitavas
endoprotézes implantacijas tika veiksmigi arstéta ar DAIR (angliski,
debridement, antibiotics and implant retention) un supresivo antibakterialu
terapiju, izmantojot kolistinu un fosfomicinu. Lai izvairitos no persistéjosas
infekcijas cita kaula segmenta, vargtu veikt precizakus izmekl&jumus, pieméram,
leikocTtu scintigrafiju vai pozitronu emisijas tomografiju ar datortomografiju
(PET/CT). V&l viens risindjums var&tu bat bakteriofagu sistémiska lieto$ana vai
to ievade augsstilba kanala, bet $aja gadijuma to nebija iesp&jams veikt, jo kanalu
veidoja sklerotiski audi un taja nebija iesp&ams ievietot irigacijas sisteému.
Locitavu endoprotézes asociétu infekciju gadfjuma varétu izmantot hidrogela
parklajumu ar bakteriofagiem. Sada veida pieeja ir aprakstita atseviskos

veiksmigi arstétos kliniskos gadijumos, tomer dati par to ir loti ierobezoti (75).
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Bakteriofagu eksperimentalais lietojums multirezistenta
Pseudomonas aeruginosa LVAD kabela infekcijas arstéSana

LVAD implantacija p&dgjos gados ir kluvusi arvien izplatitaka,
galvenokart ka tilts sirds transplantacijai (76). Papildus laba kambara mazspgjai,
asinosanai, trombembolijai un LVAD pumpja darbibas trauc€jumiem viena no
biezakajam komplikacijam ir bakteriala infekcija (77, 78). Tiek l&sts, ka tikai
58,9 % pacientu ar LVAD pirmaja gada péc ierices implantacijas neattistas ar to
saistita pirma nopietna bakteriala infekcija; tris gadus p&c ierices implantacijas
tikai 38,2 % pacientu nav bijusi ar ierici asoci€ta bakteriala infekcija (79). LVAD
kabela infekcija ir viena no biezakajam ar LVAD saistitam infekcijam, tas
izplatiba ir 18,8—100 % (80). Tapat ka citu implantéto ieri¢u infekciju gadijuma,
arT ar LVAD asociétas infekcijas gadijuma arstéSana ir apgriitinata un biezi
nepiecieSama kirurgiska iejauk$anas (81). Sakotngja LVAD kabela infekcijas
arstéSana ietver sistémisku antibiotiku lietoSanu, tomer parasti $ada veida pieeja
rezult€jas ar neveiksmigu iznakumu un ir nepiecie$ama LVAD kabela kirurgiska
repozicija. Polija veikta pétijuma kabela infekcijas izarstéSana, lietojot tikai
antibiotikas, tika sasniegta 27 %, savukart atlikusajos 73 % bija nepiecieSama
kabela kirurgiska repozicija, butiski, ka So pacientu vidi mirstiba bija
11,5 % (81).

Galvenie ierosinatdji $ada veida infekcijam ir grampozitivi koki, tomér
lidzigi osteomielita infekcijas gadijumam gramnegativas baktérijas ir sastopamas
arvien biezak un rada lielaku risku, jo to antibakteriala rezistence ir plasaka (23,
82). ASSIST-ICD pétijuma, kura piedalijas 19 centri, P. aeruginosa infekcijas
tika konstattas 13,7 % (83, 84).

Petjuma iegitie rezultati liecina, ka ar LVAD saistito infekciju sekmigai
arsteéSanai vispiemérotaka var bt lokala un intravenoza fagu lietoSana kopa ar
antibiotikam un kirurgisku arstéSanu. Lidz §im publicéti divi ar MDR

P. aeruginosa LVAD saistitu infekciju arstéSanas gadijumi, izmantojot fagus.
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Viena gadijuma, izmantojot to pasu arst€Sanas pieeju, kombingjot terapiju ar
fagiem, tika panakta pacienta izarsté$ana un bakteriju eradikacija (85). Otra
gadijuma tika izmantoti tikai fagi un antibiotikas, arst€Sana bija neveiksmiga,
arstéSanas laika infekcija atjaunojas un attistijas rezistence pret fagiem (86).
Vertejot arst€Sanas droSuma aspektus, no ieglitajiem datiem var secinat, ka
intravenozi lietotie fagi koncentracija 107 PFU/ml neradija blakusparadibas,
lidzigi Aslam et al. publicétaja gadijuma (87). Tapéc turpmakai fagu lietoSanai
optimala varétu biit 107 PFU/ml liela antipseidomonalo fagu deva.

Veiktajos in vitro biofilmu modelos tika konstateti atskirigi rezultati. Abi
fagi, izmantojot saimnicka (mates) bakterijas celmu CN573, spg€ja iznicinat
planktoniskas $tinas un baktériju §tinas noforméto biofilmu. Savukart, izmantojot
pacienta izolatu PAPO1, biofilmas esoSo bakteriju $tnu iznicinasana bija
nesekmiga. Viens no apsverumiem, kas var€tu izskaidrot iegtitos rezultatus, ir
atskirTga bakteriju jutiba pret izmantotajiem fagiem: CN573 bija jutigaka pret
fagiem, salidzinot to ar PAPOI1, batiski, ka EOP, izmantojot PNM PAPO1
kulttira, bija tikai 0,0005, kas norada uz loti vaju bakteriofagu litisko efektu. Ja
fagi ir ieprieks pielagoti saimniekbaktérijam, ka tas bija PNM un PT07 gadijuma
pret CN573, tie ir efektivaki. Tapec labakos fagu terapijas rezultatus var€tu
sasniegt, izmantojot personaliz€tus fagu preparatus, kas satur fagus, kuri ir
atlastti vai pat iepriek§ adapteti, lai labak iedarbotos uz pacienta inficgjoSo
baktériju (88). Tomér $ada pieeja ir laikietilpiga un dargaka, tap&c fagu terapija
ir gritak lietojama kliniskaja praksé. Svarigi atzimét, ka ari pedgjas iespgjas
arstéSana ar antibiotikam ir loti darga un ne vienmér pieejama. Vél viens butisks
faktors ir biofilmas strukttira; saskana ar iegiitajiem rezultatiem P. aeruginosa
celms CN573 veidoja izteiktaku biofilmu neka celms PAPO1, pienemot, ka
fagiem biitu vieglak iznidét PAPO1 biofilmu. Tomér tas netika noverots, un to
varétu izskaidrot ar biofilmas blivuma atSkiribam. Hu et al. paradija, ka fagu

iekltsana un Iitiska efektivitate biofilma ir atkariga ne tikai no tas lieluma, bet
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ari biofilmas polisaharidu blivuma (89). Tas ir viens no p&tijuma trikumiem, jo
netika noteikts biofilmas blivums, kas bitu javeic, izmantojot citas metodes,
piem@ram, konfokala lazera sken&Sanas mikroskopiju. Tas spetu dot atbildi, vai
fagu vajais biofilmas iznicinaSanas efekts PAPO1 kulttira bija saistits ar biofilmas
blivumu, nevis tas lielumu.

Bakteriju rezistences attistiba pret fagiem var notikt relativi atri gan in
vitro, gan in vivo vidés (90). Biofilma, p&c tam kad fagu iedarbibas rezultata ta
ir dalgji destrugta, bakteriofagi nokluist pie bakteriju §tinam dzilakos slanos, kur
bakterijas var bt fenotipiski atSkirigas, proti, var konstatét fagiem rezistentu
bakteriju klatbiitni (26). Veikta pétijuma rezultati parada, ka rezistence pret
fagiem visvairak tika noverota biofilmas eradikacijas modeli, tas sastopamiba
bija no 70 % lidz 100 % PNM un PTO07, ka ari to kombinacijam. Tas var&tu
izskaidrot fagu nesp&ju iznicinat noforméto PAPO1 biofilmu, kur fagi sasniegusi
bakterijas tas dzilakajos slanos. Fagu rezistences klatesamiba tika konstatéta art
biofilmas profilakses modeli, bet ta bija retaka; PNM gadijuma ta bija 70-100 %,
PT07 gadijuma — 1040 %, bet, izmantojot $o fagu kombinaciju, ta bija tikai 10—
20 % (2.8. attels). Stratégijas, kas ietver kombin€tu arstéSanu ar fagiem un
antibiotikam, var nodrosinat labaku iznakumu, jo bakteriju rezistences attistiba
pret fagiem var radit bakteriju antibakterialas jutibas izmainas, kas var padarit
bakterialo ierosinataju jutigu pret izmantotajam antibiotikam un samazinat
bakterijas virulenci (91). Lidzigus rezultatus ir publicgjis Burmeister et al., kur
vérojams, ka fagu rezistentiem celmiem var attistities jutiba pret ieprieks
neefektivam antibiotikam (92). Tomér fagu un antibiotiku mijiedarbiba ir
sarezgita, un ne vienmeér tai piemit sinergisks efekts; gluzi pret&ji, var novérot
pat antagonistisku efektu. Fagu un antibiotiku kombinaciju iedarbiba ir atkariga
ar1 no to ievadiSanas secibas, faga koncentracijas, ka arT no antibiotikas un faga
darbibas mehanisma (29, 93). legiitie rezultati parada, ka ceftazidims/avibaktams

viens pats nespgj iznicinat planktoniskas Stinas. Lai to panaktu, nepiecieSama
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antibiotikas koncentracijas paliclinaSana, savukart, kombingjot terapiju,
sakotngji dodot 12 h fagu PNM, PT07 vai abu kombinaciju un tad 12h
antibiotiku, tiek vérots sp&cigs planktonisko $tinu aug$anas inhibicijas efekts. Lali
inhibétu bakteriju $inu augSanu biofilma, bija nepiecieSama tris reizes lielaka
ceftazidima/avibaktama koncentracija, kas sasniedz slieksni, lai baktériju
defin&tu ka rezistentu pret $o antibiotiku. [zmantojot stratégiju, kad p&c 12 h fagu
iedarbibas tiek izmantotas antibiotikas v&l 12 h, biofilmas eradikacija tika
novérota visos eksperimentos neatkarigi no antibiotikas koncentracijas. Sie dati
liecina, ka nav nepiecieS§ama maksimala antibiotikas koncentracija, lai panaktu
vélamo biofilmas eradikacijas efektu, ja fagus pareizi kombing ar antibiotikam,
t. i., precizi nosaka to izmanto$anas ilgumu un secibu.

S briza standarta pieeja LVAD asociétu infekciju arstésana ietver audu
nekrektomijas un briices kirurgisku san&Sanu, kas tiek kombingta ar antibiotiku
terapiju. Kirurgiska iejauksanas ir butiska, lai mehaniski nonemtu un likvidétu
biofilmu no LVAD kabela (80). Lidzigi arT veiktaja p&tijuma tika veikta LVAD
kabela mehaniska tiriSana un ievietoSana jauna vieta, kas, visticamak, bija
galvenais biofilmas eradikacijas aspekts, savukart antibiotiku un fagu lietoSana
nepielava jaunas biofilmas veidoSanos un bakterémijas vai septicemijas attistibu
no atlikusajam bakteriju Stnam.

VeI viens iemesls, kap&c nepiecieS$ama kombingta terapija ar fagiem, ir
P. aeruginosa strauja rezistences attistiba pret antibiotikam, kuras pamata ir
multipli iedzimtas un iegitas rezistences mehanismi (94). Pacienta P. aeruginosa
izolatiem infekcijas laika bija v€rojama mainiga antibakteriala jutiba
(2.5. tabula), tapéc més nevaram bit dro$i, ka rezistence pret amikacinu un
ceftazidimu/avibaktamu neradisies arsté$anas laika. Tas pamato nepiecieS8amibu
MBDR bakterialo infekciju gadijuma izmantot citus efektivus arsteésanas lidzeklus,
pieméram, fagus, kuru rezistences attistiba nav saistita ar antibiotiku rezistences

attistibas géniem.
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Darba kritiskais vertéjums

Veiktajam pétijumam bija vairaki limitgjosi faktori, ka viens no tiem
iespgjama izoleto baktériju maza daudzveidiba, kuru var palielinat, iesaistot
pacientus no dazadiem regioniem, valstim. Lidz ar daudzveidibas trikumu var
bt neprecizi izvertets bakteriofagu efekts.

Bakteriju veidotas biofilmas noteikSanas modelis un apstakli butiski
ietekmé iegiito rezultatu, ir griiti paredzet un pieradit identiska rezultata esamibu
cilvéka organisma, tapéc iegiitie rezultati tikai atspogulo bakterijas biofilmas
veidoSanas spgju.

Bakteriofagu litisko efektu cilvéka organisma ietekmé multipli faktori,
piem@ram, pH, fagu neitraliz&joso antivielu veidosanas, nespecifiskie imunitates
faktori, tapéc in vitro fagu efektivitates rezultats tikai dal&ji norada uz to
iesp&jamo efektu in vivo. Bakteriofagu mijiedarbiba ar bakterijam infekcijas
gadijuma ir dinamisks process, kura laika notiek abu iesaistito mainiba, var
attistities fagu rezistence un notikt dabiska fagu adaptacija rezistences
parvaréSanai. Tapéc noteiktie rezistences rezultati un adaptacija rezistences
parvargsanai teorétiski pierada abu procesu pastavésanu un iespgjamo ietekmi uz
iznakumu. Bakteriofagu mijiedarbiba ar antibiotiskam vielam ir daudzveidiga,
darba gaita netika noteiktas visas iespgjamas izmantoto antibiotiku un fagu
lietosanas kombinacijas un reZimi, kas var radit selektivu iegiito rezultatu atlasi.

Darba gaita tika arstéti tikai divi pacienti ar dzivibai bistamam
multirezistentam infekcijam, kas nelauj izdarit plasus secinajumus par fagu
terapijas efektivitati un dros§ibu kliniska aspektd. Rezultati drizak papildina
esoSos datus par fagu terapiju. Precizakam izvert€jumam biitu nepieciesams

iesaisttt lielaku pacientu skaitu un veikt kltniskos p&tijumus.
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Secinajumi
Darba izvirzita hipoteéze apstiprinas dal&ji, jo bakteriofagiem un to
kombinacijai ar antibiotikam piemit biofilmas eradikacijas sp&ja dala
izoléto baktériju. Bakteriju biofilmas, kur eradikaciju nevéroja, ir
nepiecieSsamas papildu darbibas, ka fagu adaptacija, vai specifiska
bakteriofagu un antibiotiku rezZima ieverosana, lai panaktu v&lamo
rezultatu.
S. aureus kolonizacija ir saistita ar lielaku PD pacientu mirstibu.
a.  PD pacienti ir koloniz&ti ar fenotipiski atSkirigiem S. aureus izolatiem,
vertgjot to biofilmas veidosanas sp&ju un fagu jutibu.
Bakteriofagiem piemit baktériju biofilmas eradikacijas un planktonisko
§tnu augSanas inhibicijas sp&ja gan pret antibiotikam jutigas, gan
rezistentas uropatogenas E. coli kulturas.
P. aeruginosa rezistence attistas relativi atri in vitro modelos un ietekmg
biofilmas eradikacijas rezultatu, bet nav skaidra tas ietekme in vivo.
a. Izmantojot adaptacijas metodi, var parvarét S. aureus un E. coli
rezistenci pret fagiem.
Fagu lokala terapija un sist€émiska terapija kombinacija ar antibiotikam ir
drosa un nerada neparvaramas blakusparadibas, kas papildina jau eso$os
public&tos datus un lauj to izmantot nakotng.
a. Fagu preparatam BFC 1.10 ir adifiva mijiedarbiba ar
ceftazidimu/avibaktamu. Sos lidzeklus kombingjot ar kirurgisku
terapiju, var panakt MDR P. aeruginosa osteomielita klinisku

izarst€sanu, bet ne pilnigu bakterialu eradikaciju.
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Fagiem PNM un PT07 kombinacija ar ceftazidimu/avibaktamu ir
biitiska lietoSanas seciba: izmantojot vispirms fagus un p&c tam
antibiotiku, ir vérojama lielaka antibakteriala efektivitate. Sos
lidzeklus kombingjot ar kirurgisku terapiju, var izarstét MDR
P. aeruginosa LVAD kabela infekciju un panakt pilnigu bakterialu

eradikaciju.
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