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Pētniecības projekta “Jaunas zināšanas un pieejas antimikrobiālās rezistences mazināšanai, HIV ierobežošanai un sabiedrības vakcinācijas aptveres paplašināšanai”, kas īstenots valsts pētījumu programmas (VPP) ietvaros tika izolētas Klebsiella pneumoniae kultūras. 

K. pneumoniae kultūras tika izolētas no dažādām vidēm. Baktēriju kultūru izolēšanas avoti bija Rīgas Austrumu klīniskās universitātes slimnīcas (RAKUS) hospitalizēto pacientu, t.sk., Ukrainas karā cietušo pacientu, baktēriju izolātu mikrobioloģijas laboratorijas kultivēšanas atlikumi, RAKUS stacionāra “Latvijas Onkoloģijas centrs” un stacionāra “Gaiļezers” notekūdeņi.

Gramnegatīvo mikroorganismu klātbūtne tika noteikta, veicot primāro paraugu uzsējumus uz MacConkey (Oxoid, Lielbritānija) un Kolumbijas asins (Liofilchem, Itālija) agariem.

K. pneumoniae kultūras tika identificētas, izmantojot matriksa asistētā lāzera desorbcijas/jonizācijas lidojuma laika masas spektrometrijas (MALDI-TOF MS, no angļu val. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) iekārtas VITEK MS (bioMérieux, Francija) un Biotyper (Bruker Daltonics, Vācija).

Lai noteiktu K. pneumoniae kultūru antibakteriālo jutību, tika veikta disku difūzijas metode ar atbilstoši izvēlētiem antibiotiku diskiem (Oxoid, Lielbritānija; Liofilchem, Itālija). Rezultātu interpretācija tika veikta atbilstoši tā brīža aktuālajam Eiropas Antimikrobiālās jutības noteikšanas komisijas (EUCAST, no angļu val. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) vadlīniju standartam. Pēc nepieciešamības tika noteikta minimālā inhibējošā koncentrācija, izmantojot mikroatšķaidījumu metodi buljonā ar komerciāli pieejamām MICRONAUT-S IVD (Bruker Daltonics, Vācija) un UMIC Colistin (Bruker Daltonics, Vācija) mikroplatēm. 

K. pneumoniae kultūru karbapenemāžu producēšana fenotipiski tika apstiprināta, izmantojot kombinēto disku difūzijas testu KPC/MBL and OXA-48 Confirm Kit (Rosco, Dānija) un laterālās imūnhromatogrāfijas testu NG-Test CARBA-5 (NG Biotech, Francija). Izmantotie testi ļauj identificēt un diferencēt baktēriju kultūru dažādu tipu karbapenemāžu - NDM (no angļu val. New Delhi metallo-β-lactamase), IMP (no angļu val. Imipenemase), VIM (no angļu val. Verona integron-encoded metallo-β-lactamase), OXA-48 (no angļu val. Oxacillinase-48), KPC (no angļu val. Klebsiella pneumoniae carbapenemase) - veidošanu.

Iegūtās un raksturotās K. pneumoniae kultūras pēc 16-18 h ilgas inkubēšanas 35 oC uz selektīva hromagara platēm (CHROMagar, Francija) tika pārnestas sasaldēšanas stobriņos jeb kriostobriņos (Pro-Lab Diagnostics, Kanāda) četros atkārtojumos - divos kriostobriņos -20 oC un divos kriostobriņos -80 oC ilgtermiņa uzglabāšanai un tālākai analīzei.

Kopā tika izolētas ar dažādu fenotipu jutības un rezistences 45 K. pneumoniae kultūras. Izolēto K. pneumoniae kultūru ieguves avoti bija šādi: hospitalizēto pacientu baktēriju izolātu mikrobioloģijas laboratorijas kultivēšanas atlikumi (80 %, n = 36), RAKUS stacionāra “Latvijas Onkoloģijas centrs” notekūdeņi (13 %, n = 6), RAKUS stacionāra “Gaiļezers” notekūdeņi (7 %, n = 3). Starp hospitalizēto pacientu baktēriju izolātu mikrobioloģijas laboratorijas kultivēšanas atlikumiem 31 % (n = 11) bija no Ukrainas karā cietušajiem pacientiem. Starp fenotipiski karbapenemāžu producējošām kultūrām dominējošie bija OXA-48 un KPC karbapenemāžu tipi. 

Baktēriju kultūras izolētas un raksturotas pēc pētījuma protokola, kas apstiprināts ar Rīgas Stradiņa universitātes Pētījumu ētikas komitejas lēmumu (Nr. 2-PĒK-4/442/2024).
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Projekta laikā vairākos sekvencēšanas piegājienos tika iegūti no Rīgas pilsētas slimnīcu un komunālo notekūdeņu paraugiem jaunizdalītu bakteriofāgu izolātu genoma fragmentu bibliotēku dati (jaunās paaudzes sekvencēšanas nolasījumu kopas), kas ļāvuši pietiekoši kvalitatīvi rekonstruēt 25 atšķirīgu (genoma nukleotīdu sekvences ziņā neidentisku) astaino dubultspiralizēto DNS saturošu bakteriofāgu (klase Caudoviricetes) pilnus (pseidocirkulārus) genomus ar garuma diapazonu no 38,604 bāžu pāriem (fāgs RSU-phaZ12-2) līdz pat 178,625 bāžu pāriem (fāgs RSU-phaR4).
Balstoties uz divu neatkarīgu fāgu pilnu genomu analīzes algoritmu analīzes rezultātiem, tikai 2 no 25 genomiski raksturotu fāgu ir mērenie (RSU-phaZ12-1 un RSU-F2K2-2, kas tos padara par terapeitiskiem nolūkiem uzreiz neizmantojamiem balstoties uz iespējama lizogēnā dzīves cikla īpašībam (Tabula 1).
Tabula 1. 25 veiksmīgi sekvencēto jaunizdalītu K.pneumoniae inficējošo bakteriofāgu metadati, pilno de novo savākto genomu garumi, evolucionārā piederība (izmantojot PhaBOX2 programmatūras PhaGCN algoritmu), un iespējamo dzīves ciklu raksturojums (izmantojot BACPHLIP un PhaBOX2 paketes PhaTYP algoritmus).
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[bookmark: _Hlk212743736]No 25 izdalītiem fāgiem, 9 izolāti varētu reprezentēt podofāgu Drulisvirus ģinti, pie tam vēl 5 izolāti varētu piederēt podofāgu Przondovirus ģintij (pie >70% savstarpējās pilna genoma nukleotīdu sekvences līdzības, kas kalpo par Internacionālās Vīrusu Komitejas [ICTV] Baktēriju Vīrusu Subkomitejas atšķirīgo ģinšu demarkācijas kritēriju (Sk. tabulas 1 un 2). Katrā no šiem gadījumiem bija gadījums kad divi no izolātiem nav pilnīgi identiski genoma pilnās secības ziņā, bet uzrāda ļoti stipru tuvradniecību (varētu tikt uzskatīti par, respektīvi, vienas un tās pašas sugas atšķirīgiem izolātiem dēļ >95% savstarpējās pilna genoma nukleotīdu sekvences līdzības, kas kalpo par Internacionālās Vīrusu Komitejas [ICTV] Baktēriju Vīrusu Subkomitejas atšķirīgo sugu demarkācijas kritēriju). Balstoties uz savstarpējās pilna genoma nukleotīdu sekvenču līdzības % un ICTV pieņemtājiem mehāniskiem ģints un sugas līmeņa demarkācijas kritērijiem, 25 izdalītus bakteriofāgus var iedalīt līdz pat 23 sūgas līmeņa un 13 ģints līmeņa klasteros, respektīvi (Tabula 2).

Tabula 2. 25 veiksmīgi sekvencēto jaunizdalītu K.pneumoniae inficējošo bakteriofāgu savstarpējās pilna genoma nukleotīdu sekvenču līdzības % kvadrātiskā matrica (aprēķināta izmantojot rekomendējamus VIRIDIC brīvpieejas programmatūras rīka iestatījumus).
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25 veiksmīgi sekvencēto jaunizdalītu K.pneumoniae inficējošo bakteriofāgu veiksmīgi de novo rekonstruēti genomi tikuši funkcionāli anotēti izmantojot šī brīža aktuālākos jomā plaši atzītus salīdzinošas genomikas algoritmus Pharokka paketē, nodrošinot savstarpēju standartizāciju un objektivitāti (Sk. attēlus 1-25). Izlases kārtā, daži no bakteriofāgiem tikuši pakļauti transmisijas elektronmikroskopijas izpētei (Sk. attēlus 26-33), lai noskaidrotu to virionu izskatu un to struktūru izmēru, kā arī veikt viriona morfoloģijas atbilstības analīzi paredzējumiem no šo bakteriofāgu proteomiem, kā arī apliecinātu vai apstiprinātu potenciālu citu fāgu klātbūtni (piem., profāgu indukcija no konkrētā pētāmā fāga pavairošanas saimnieka).
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Att.1.   Klebsiella bakteriofāga RSU-219-1F10 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 2.   Klebsiella bakteriofāga RSU-219-2F6 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 3.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F10L genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 4.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F1K1 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 5.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F1K2 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 6.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F2K2-2 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 7.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F3B1 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paķetes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 8.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F4B3 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paķetes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas  sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 9.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F4K3 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paķetes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 10.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F4L genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paķetes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 11.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F5L3 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 12.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F6K4 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 13.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F6L1 genoma cirkulāra karte. 
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 14.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F6R1 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 15.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F6R3 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 16.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F7K6 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].

[image: A close-up of a chart

AI-generated content may be incorrect.]
Att. 17.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F8R5 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 18.   Klebsiella bakteriofāga RSU-F9L genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 19.   Klebsiella bakteriofāga RSU-phaG4 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas  sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
[image: A screen shot of a computer screen

AI-generated content may be incorrect.]
Att. 20.   Klebsiella bakteriofāga RSU-phaL3-1 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 21.   Klebsiella bakteriofāga RSU-phaL3-2 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 22.   Klebsiella bakteriofāga RSU-phaR4 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas  sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 23.   Klebsiella bakteriofāga RSU-phaWit genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 24.   Klebsiella bakteriofāga RSU-phaZ12-1 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 25.   Klebsiella bakteriofāga RSU-phaZ12-2 genoma cirkulāra karte.
De novo  savākta pseidocirkulāra genoma sekvence tikusi reorganizēta lai sāktos ar termināzes lielās subvienības (TerL) kodējošā reģiona start kodonu ar dnaapler palīdzību. Atvērtie nolasīšanas rāmji tika identificēti izmantojot prodigal algoritmu.  Citu  genomisko iezīmju paredzēšana, kā  arī  atvērto nolasīšanas rāmju produktu funkcionāla anotācija veiktas pēc Pharokka programmatūras paketes standarta iestatījumiem. Bultas ārējos apļos reprezentē atvērtos nolasīšanas rāmjus uz tiešas un komplementārās DNS ķēdēm, tās rada transkripcijas virzienu un ir iekrāsotas atkarība no paredzētas  sava produkta PHROG datu bāzē definētās funkcionālās grupas pēc leģendas, bultu savstarpējie garumi saglabā atvērto nolasīšanas rāmju garumu attiecības mērogā. Vidējais aplis attēlo GC saturu [(G + C) / (G + C + A + T)] konkrētā genomiskā reģionā, savukārt iekšējais aplis parada GC nobīdi reģiona [(G - C) / (G + C)].
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Att. 26. Ar 0.5% uranilacetātu negatīvi krāsota Klebsiella sifofāga RSU-219-1F10 preparātā reprezentatīva viriona transmisijas elektronmikroskopijas bilde. Mērogs atbilst 200 nm.
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Att. 27. Ar 0.5% uranilacetātu negatīvi krāsota Klebsiella podofāga RSU-F1K2 preparātā reprezentatīva viriona transmisijas elektronmikroskopijas bilde. Mērogs atbilst 200 nm.


[image: A close-up of a cell
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Att. 28. Ar 0.5% uranilacetātu negatīvi krāsota Klebsiella podofāga RSU-F4K3 preparātā reprezentatīvo trīs individuālu virionu sakopojuma transmisijas elektronmikroskopijas bilde. Mērogs atbilst 200 nm.
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Att. 29. Ar 0.5% uranilacetātu negatīvi krāsota Klebsiella podofāga RSU-phaWit preparātā reprezentatīva viriona transmisijas elektronmikroskopijas bilde. Mērogs atbilst 200 nm.


[image: A close-up of a black circle

AI-generated content may be incorrect.]
Att. 30. Ar 0.5% uranilacetātu negatīvi krāsota Klebsiella podofāga RSU-F6K4 preparātā reprezentatīva viriona transmisijas elektronmikroskopijas bilde. Mērogs atbilst 200 nm.
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Att. 31. Ar 0.5% uranilacetātu negatīvi krāsota Klebsiella podofāga RSU-F10L preparātā reprezentatīvo divu virionu sakopojuma transmisijas elektronmikroskopijas bilde. Mērogs atbilst 200 nm.
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Description automatically generated]
Att. 32. Ar 0.5% uranilacetātu negatīvi krāsota Klebsiella podofāga RSU-F9L preparātā reprezentatīva viriona transmisijas elektronmikroskopijas bilde. Mērogs atbilst 200 nm.
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Att. 33. Ar 0.5% uranilacetātu negatīvi krāsota Klebsiella podofāga RSU-F9L preparātā reprezentatīva viriona transmisijas elektronmikroskopijas bilde. Mērogs atbilst 200 nm.


[bookmark: _Toc218801271]Potenciālo fāgu stabilitātes raksturojums pētījuma periodā. Fāgu spektrs pret izolātiem.

Projekta ietvaros tika pārbaudītas gan ilgtermiņa bakteriofāgu lizātu uzglabāšanas īpašības, gan salīdzinātas dažādas barotnes īstermiņa fāgu uzglabāšanai. Pamatmetode bakteriofāgu uzglabāšanas izvērtēšanai ir fāga inficēšanas potences izvērtēšana – PVV/ml, to veic izmantojot fāgu titrēšanas metodi. Ilgtermiņā bakteriofāgi tika uzglabāti L.B. Medium (Triptons 10 g/L, rauga ekstrakts 5 g/L, nātrija hlorīds 5 g/L; pH 7, Liofilmchem, Itālija), +4°C ledusskapī. Fāgu titrs tika noteikts uzreiz pēc fāga izolēšanas, attīrīšanas un pavairošanas, kā arī pēc viena gada ilgas uzglabāšanas. Tika novērots, ka uzglabājot fāgus LB šķīdumā +4°C gada laikā fāgu titrs samazinājās 10 reizes (no 1010 līdz 109 PVV/mL). Tika secināts, ka L.B.Medium  šķīdums ir piemērots ilgstošai bakteriofāgu lizātu uzglabāšanai.
Īstermiņa uzglabāšanas eksperimentam bija izvēlēts trīs mēnešus periods, fāgu inficētspēja (PVV/mL) tika mērīta 30 minūtes pēc fāgu lizāta ievietošanas barotnē, tad katras divas nedēļas. Eksperiments tika veikts četrās barotnēs: L.B. Medium, TSB (kazeīns 17 g/L, sojas pupiņas 3 g/L, nātrija hlorīds 5 g/L, kālija ūdeņraža fosfāts 2,5 g/L, glikozes monohidrāts 2,5 g/L, Liofilmchem, Itālija), PBS (Fosfātu buferšķīdums, pH: 7,2–7,4; Fisher Scientific) un sterils 5% glikozes šķīdums. Pēc pētījuma rezultātiem, fāgu inficētspēja uzglabājot fāgus 3 mēnešus LB, TSB, PBS šķīdumos neizmainījās (107 PVV/mL). Toties fāgu inficētspēja jau pēc 30 minūtēm 5% glikozes šķīdumā pilnībā netika novērota (0 PVV/mL). Tika secināts, ka LB, TSB un PBS šķīdumi ir derīgi īstermiņa bakteriofāgu uzglabāšanai ar pilnu inficētspējas saglabāšanu. Glikozes 5% šķīdumā bakteriofāgi zaudē savu inficētspēju. 

Fāgu spektrs pret K. pneumoniae klīniskiem izolātiem
Fāgu spektrs ir jaunizdalīto fāgu inficētspēja pret izvēlētiem bakteriāliem celmiem. Šim eksperimentam tika izvēlētas 15 baktēriju kultūras, kas tika izolētas no Latvijas slimnīcu pacientu bioloģiskajiem paraugiem. Fāgu spektrs tika noteikts uzpilinot 10 mkl fāga lizāta (109 PVV/mL) uz izvēlētas bakteriālās kultūras zāliena izmantojoto divslāņu agara metodi. Fāga inficētspēja pret bakteriālo kultūru tika mērīta kvalitatīvi: izvērtējot izveidotas līzes zonas laukumus. Ja līzes zonā novēro totālu līzi, tā tiek atzīmēta ar “+++”, ja tiek novēroti 10-20 fāgu plaki – ar “++”, bet ja līzes zonā redz 1-5 plakus – ar “+”. 
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Tabula 1. Projekta ietvaros izdalīto bakteriofāgu inficētspēja pret dažādu baktēriju klīniskiem izolātiem. Baktērijas (y ass) klasterizētas pēc līzes rezultāta, bakteriofāgi (x ass) klasterizēti pēc intergenomiskās līdzības. 

RSU Klebsiella pneumoniae inficējošo bakteriofāgu biobanka pierādīja savu efektivitāti pret 7 no 15 testētām baktēriju kultūrām. Tas ir saistīts ar augstu fāgu-saimniekšūnas mijiedarbības specifiskumu, respektīvi, katram izdalītam bakteriofāgam ir relatīvi šaurs saimniekšūnu spektrs. Labākam bakteriofāgu spektram RSU kolekcijā jāizdala pēc iespējas vairāk ģenētiski atšķirīgi bakteriofāgi.  
[bookmark: _Toc218801272]Bakteriofāgu pielietojums terapijā - gadījuma apraksts, datu rezultāti un sadarbības partneri. 

2025. gadā Ukraiņu karavīram, kurš ārstējās Latvijā kopš 2024.gada, attīstījās osteomielīts, kuru izraisīja multirezistenta Klebsiella pneumoniae. Ņemot vērā ierobežotās ārstēšanas iespējas ar antibiotikām, kopā ar ārstējošo ārstu, infektologu un baktēriofāgu pētniekiem (t.sk. internistu, klīnisko mikrobiologu), tika pieņemts lēmums pielietot bakteriofāgu terapiju atbilstoši Helsinku deklarācijas ētikas principiem (Helsinku deklarācijas 37. paragrāfs).

Terapijā izmantotā divu fāgu kombinācija (fāgu kokteilis) tika izstrādāta sadarbībā ar pētnieku grupu Ženēvā, balstoties uz izolātiem, kas visefektīvāk darbojās pacienta K.pneumoniae celmā. Šis fāgu kokteilis pēc tam tika attīrīts un sagatavots lietošanai sadarbībā ar JAFRAL laboratoriju (Slovēnijā), kas uz to brīdi bija vienīgā laboratorija Eiropas Savienībā, kas ražo un attīra fāgus klīniskai lietošanai. JAFRAL darbojas saskaņā ar GMP (Good Manufacturing Practice) un ISO 13485 standartiem, kas nodrošina sterilitātes un endotoksīnu līmeņa stingru kontroli, nepieciešamā fāgu titra saglabāšanu un klīniskai lietošanai atbilstošu produkta pielietošanu. 

Pirms terapijas uzsākšanas tika veikti vairāki laboratoriski testi trīskāršos atkārtojumos, lai analizētu un pārliecinātos par fāgu kokteiļa aktivitāti un specifiskumu pret K.pneumoniae celmu, kurš izolēts no pacienta. 

Sekojošie testi un to rezultāti: 
1. Fāgu izsēšanas efektivitāte (EOP), ar kuras palīdzību tika noteikta fāgu koncentrācija saimniekkultūrās un pacienta kultūrā. Iegūtos rezultātus savstarpēji salīdzina, jo iegūtais EOP skaitliskais rezultāts ir tuvāks 1, jo lielāka ir fāga efektivitāte pret pārbaudāmo baktēriju. 

Rezultāti: 
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Fāgu izsēšanas efektivitātes testa rezultāti parāda, ka fāgs GPH19 ir tik pat efektīvs pret Ukrainas pacienta K.pneumoniae celmu kā pret savu saimniekkultūru. Savukārt GPH164 efektivitāte ir daudz zemāka, kas arī bija sagaidāms, jo šī otra fāga mērķis ir darboties pret baktērijām, kuras uz GPH19 fona var evolucionēt un kļūt rezistentas pret to. 

2. Fāgu infekcijas līknes (MOI). Ar šo testu palīdzību tika noteikta abu fāgu un to kombinācijas efektivitāte dažādās fāgu:baktērijas proporcijās. 

Rezultāti: 
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Att.1. Fāga GPH19 infekcijas līknes ar dažādiem MOI. 
Grafikā ir redzams, ka aptuveni pēc 21h fāgs vairs neinhibē bakteriju augšanu. 
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Att. 2. Fāga GPH164 infekcijas līknes ar dažādiem MOI. 
Grafikā ir redzams, ka aptuveni pēc 22h fāgs vairs neinhibē bakteriju augšanu. 
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Att.3. Fāga kokteiļa infekcijas līknes ar MOI 1. 
Grafikā ir redzams, ka aptuveni visu 24h periodā fāgu kokteilis inhibē baktēriju augšanu.

3. Fāgu mijiedarbība ar antibiotikām
Lai parliecinātos, vai pacientam lietotie fāgi nenomāks antibiotiku darbību, tika veikti testi ar vairākām antibiotikām (gentamicīns, kolistīns, tigeciklīns, ceftazidīms/avibaktāms) un to kombināciju ar fāgiem, kur tika noteikta minimāli inhibējošā vērtība. 

Rezultāts: fāgiem kombinācijā ar dažādām antibiotikām tika novērtoa sinerģija, kas rezultātā kombinācijā ar fāgiem samazināja MIC vērtību, salīdzinot ar vērtību, ja antibiotikas tiek lietotas vienas pašas. 

4. Bakteriofāgu koncentrācijas noteikšana pacienta asins serumā
Vienu dienu pirms terapijas uzsākšanas, terapijas laikā un pēc terapijas tika ņemti pacienta asins paraugi, no kuru atlikuma tika paņemts serums un veikti testi, lai noteiktu fāgu koncentrāciju pacienta serumā, kas attiecīgi liecina par imūnās sistēmas atbildes reakciju. 

Rezultāti: fāgu titrs bija nosakāms pacienta serumā līdz otrai ārstēšanas dienai, liecinot par potenciāli spēcīgu imūnās sistēmas atbildes reakciju. 

Līdz 2025.gada oktobrim netika novērots infekcijas recidīvs, pacienta stāvoklis ir stabils, bez infekcijas pazīmēm. 
Fāgu terapijas pielietojums šajā gadījumā parādīja, ka tā ir potenciāli efektīva (par efektivitāti ilgtermiņā varētu spriest, ja nav infekcijas recidīvs 2 gadu laikā) pieeja pret multirezistentu K.pneumoniae izraisītu osteomielītu. Blakusparādību neesamība, pielietotā fāgu kokteiļa tīrība, kas tika nodrošināta, sadarbojoties ar laboratoriju ES, kā arī rezultāti līdz šim brīdim pierāda nepieciešamību turpināt pētījumus par fāgu pielietojumu grūti ārstējamu infekciju gadījumos.
[bookmark: _Toc218801273]Pielikums I – Rekomendācijas bakteriofāgu terapijai
Ievads
Fāgu terapija ir lītisko fāgu izmantošana bakteriālo infekciju ārstēšanā. Fāgi ir vīrusi, obligāti baktēriju iekšūnu parazīti, kuriem piemīt divi dzīves cikli – lītiskais un lizogēnais. Lītiskā dzīves cikla gadījumā, bakteriofāgs inficē baktēriju un izmanto tās iekšējos mehānismus jauno fāgu daļiņu pavairošanai. Lītiskais cikls beidzas ar baktērijas bojāeju un jaunsaražoto fāgu izdalīšanos ārvidē. Lizogēnais cikls paredz fāga iekļūšanu baktērijas šūnā un fāga genoma integrēšanu baktērijas genomā. Rezultātā fāgs pārvēršas par profāgu un tā genoms nododas nākošai baktēriju paaudzei. Fāgu terapijā pamatā izmanto tikai tādus fāgus, kuriem piemīt lītiskais dzīves cikls. 
Fāgu terapija starptautiskos pētījumos ir pierādījusi savu efektivitāti bakteriālās slodzes mazināšanā, biofilmu veidošanas mazināšanā (PMID: 35214158) un uzlabo pacientu ārstēšanas efektivitāti. Fāgu terapija ir indicēta pacientiem ar hroniskām bakteriālām infekcijām, kā piemēram, osteomielīts, locītavu protēžu infekcijas, ādas un mīksto audu infekcijas, hroniskie bronhu iekaisumi (bronhektāzes, cistiskā fibrose), rekurentas urīnceļu infekcijas u.c. Fāgu terapija ir aktuāla multirezistento bakteriālo infekciju ārstēšanā, kā arī ir piemērota grūti ārstējamo infekciju gadījumos. Lielākoties fāgu terapija tiek lietota kombinācijā ar standarta antibakteriālo terapiju, jo šāda kombinācija rezultējas ar labākiem ārstēšanas iznākumiem (PMID: 38834776)
Latvijā, līdzīgi kā lielākajā daļā Eiropas Savienības valstu, fāgu terapija tiek izmantota individuālos klīniskos gadījumos, kad antibiotiku terapija vairs nav efektīva un ir izsmeltas standarta ārstēšanas iespējas (Helsinku deklarācijas 37. punkts). Fāgiem piemīt augsts specifiskums pret saimniekšūnu, kas apgrūtina standartizētu terapijas protokolu izstrādi. Fāgu-baktēriju mijiedarbība, kā arī pacienta imūnā atbilde ir individuāla katram fāgam un baktērijas celmam. Šaurais fāgu saimniekšūnu spektrs vienlaikus ir gan ierobežojums, gan priekšrocība, jo ļauj izvairīties no ietekmes uz pacienta mikrobiomu.
Bakteriofāgu izdalīšana un sagatavošana terapeitiskiem nolūkiem
Bakteriofāgi ir plaši sastopami apkārtējā vidē – augsnē, ūdenī, dzīvajos organismos. Aptuveni 1016 fāgu ir sastopami cilvēka organismā, kas ir vairāk nekā baktēriju skaits cilvēka kuņģa zarnu traktā, uz ādas, uroģenitālajā traktā un augšējos elpceļos (PMID: 34014761). Fāgu izdalīšanai plaši izmanto notekūdeņus, kurus filtrē un apvieno ar saimniekšūnu (bakteriālo kultūru). Pēc saimniekšūnu inficēšanas uz divslāņu agara platēm pēc inkubācijas uz baktēriju zalienā var visualizēt plakus – līzes zonas, katru no kurām veido viens fāgs, kas inficējis vienu baktēriju, savairojies un inficējis apkārtesošās šūnas (attēls 1).
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Att. 1. Plaki, kurus vēro uz baktēriju “zāliena”.
Izolētais plaks tiek trīskārši attīrīts un pavairots izmantojot saimniekšūnas kultūru. Fāgu lizāts tiek filtrēts caur 0,45 mkm filtru, tiek noteikts fāga titrs (plaku formējošo vienību skaits mililitrā). Izmantojot šo starpproduktu ir iespējams veikt morfoloģisko, mikrobioloģisko un ģenētisko fāga raksturošanu, noteikt fāga efektivitāti pret potenciālā pacienta izolēto bakteriālo kultūru, kā arī noteikt fāga un antibakteriālo līdzekļu sinerģiju pret izvēlēto kultūru. 
Lai izmantotu bakteriofāgu terapeitiskiem nolūkiem, fāga gala produktam jābūt attīrītam laboratorijā ar labu ražošanas praksi (Good Manufacturing Practice) sertifikātu. Fāga gala produkts satur pašu bakteriofāgu, kas ievietots neitrālā, pacientam drošā elektrolītu šķīdumā, tiek izvērtēta endotoksīnu (< 200 EU/ml) un bakteriālo daļiņu (<1 KVV/10 ml) koncentrācija. 
Fāgu terapijas pielietošanas indikācijas
Kaulu un locītavu infekcijas
Kaulu un locītavu bakteriālo infekciju (osteomielīts, dabīgo un mākslīgo locītavu infekcijas) ārstēšana ir liels izaicinājums mūsdienu ortopēdijā. Bakteriālās infekcijas gadījumā kaulu sistēmas anatomiskās un fizioloģiskās īpašības padara iespējamu biofilmu veidošanos, kas apgrūtina antibakteriālo līdzekļu iekļūšanu infekcijas pērēklī. Šādos gadījumos fāgu terapija, kas tiek pielietota gan lokāli, gan sistēmiski, samazina biofilmas veidošanas potenciālu, spēj lizēt jau esošas biofilmas, kā arī nomāc baktēriju augšanu (PMID: 39168373). Fāgu preparāts tiek pielietots operācijas laikā lokāli, apstrādājot gan mākslīgas konstrukcijas, gan kaulu, un sistēmiski, ievadot fāga preparātu intravenozi. Lokālai pielietošanai ortopēdijā bakteriofāgi tiek inokulēti hidrogēlā (piemēram, DAC hydrogel), kas ļauj fāgam pakāpeniski izdalīties infekcijas pērēklī. Pieaug skaits ar publicētiem klīniskiem gadījumiem, kas pierāda fāgu terapijas efektivitāti kaulu un locītavu infekcijas gadījumos (PMID: 40558171; PMID: 37932115). Tomēr trūkst standartizēto protokolu, kas aprakstītu fāgu pielietošanas veidu, nepieciešamo devu un terapijas ilgumu.
Ādas un mīksto audu infekcijas
Ādas un mīksto audu infekcijas gadījumos izaicinājumu rada gan pieaugošā baktēriju rezistence pret antimikrobiāliem līdzekļiem, gan biofilmu veidošanās. Ādas infekciju gadījumos fāgus pielieto lokāli - tiek izmantoti gan fāgi, gan fāgu produkti – endolizīni, kas palīdz šķelt baktērijas šūnas sienu, kā arī biofilmu degradējošie enzīmi (Dispersīns B un citi). Ir zināmi tirdzniecībā pieejamie fāgu un fāgu enzīmu saturošie produkti (Staphefekt – patentēts endolīzinu saturoša ziede, kas iedarbojas selektīvi pret Staphylococcus aureus). Dziļo audu infekciju gadījumos fāgi tiek pielietoti lokāli izmantojot fāgu ilgstošu izdalīšanās metodes (piemēram, DAC hidrogēls, nanodaļiņas, emulsijas), kas padara infekcijas vietu labvēlīgāku pašam fāgam, kā arī mitrina brūci, sekmējot audu reģenerāciju (PMID:38791502). Mīksto audu infekciju gadījumos fāgu terapija tiek pielietota kombinācijā ar konvencionālo antibakteriālo terapiju un fāgi tiek pielietoti lokāli (PMID: 35547216).
Hroniskas plaušu infekcijas
Respiratorās infekcijas ir viens no izplātītākiem fāgu terapijas mērķiem. Īpašas ir imūnsupresēto pacientu grupas (piemēram, cilvēka imūndeficīta vīrusa (HIV) infekcija, orgānu transplantācijas recipienti), kā arī hronisko plaušu slimības pacienti, kuriem piemīt hroniska bronhu bakteriālā kolonizācija (piemēram, cistiskā fibroze, bronhektāzes, hroniska obstruktīva plaušu slimība (HOPS)). Fāgu terapija dziļo elpceļu infekciju gadījumos tiek pielietota caur nebulaizeri – ieelpojot fāgu daļiņas. Klīnisko gadījumu aprakstos norāda, ka fāgu terapija samazina bakteriālo slodzi, samazina krēpu daudzumu, samazina simptomus un uzlabo kopējo terapijas iznākumu (PMID:35568033, 36568830, PMID: 35676823), dažos klīniskajos gadījumos tiek sasniegta bakteriālās kultūras pilna eradikācija (PMID: 34662188). 
Rekurentas urīnceļu infekcijas
Rekurento urīnceļu infekciju gadījumos fāgu terapija tiek pielietota gan lokāli (urīnpūšļa irigācija ar fāgu saturošo šķīdumu vai izmantojot vaginālus/rektālus supozitorijus), gan sistēmiski (orāli vai intravenozi) izmantojot dažās terapijas kursus – gan vienreizējā ievade, gan dažas dienas, gan nedēļas. Fāgu terapiju var lietot arī pacientiem ar peritoneālās dialīzes katetra asociētām infekcijām. Klīnisko gadījumu rezultāti apliecina fāgu terapijas efektivitāti, īpaši izmantojot kombinācijā ar antibakteriālo terapiju (PMID: 37771568). 
Bakteriofāgu terapijas limitējošie faktori
Katram bakteriofāgam, kā iepriekš minēts, piemīt šaurs darbības spektrs, kas ierobežo klīnisko pētījumu izstrādi, jo viens no galvenajiem iekļaušanas kritērijiem ir pētīta fāga spēja efektīvi lizēt pacienta baktēriju. Kā arī baktērijām, kas tiek pakļautas fāga iedarbībai, piemīt spēja izstrādāt rezistences mehānismus pret fāgiem. Tāpēc efektīvākai fāgu terapijai izmanto bakteriofāgu kokteiļus – apvienojot divus vai vairākus fāgus, kas spēs samazināt baktērijas rezistenci pret fāgiem, kā arī paplašinās fāgu kokteiļa iedarbības spektru. 
Otrs būtisks faktors fāgu terapijai ir pacienta imūnā atbilde. Pēc terapijas uzsākšanas imūnā sistēma sāk antivielu producēšanu pret fāgu - antigēnu, inaktivējot tā darbību gan sistēmiski, gan lokāli. Ir limitēts skaits pētījumu, kas raksturotu fāgiem specifisku imūnās sistēmas atbildi. Pētījumos ar dzīvnieku modeļiem pēc fāgu ievadīšanas ir novērotas fāgu neitralizējošas antivielas (PMID: 33969154; PMID: 34194425) vai arī to neesamība (PMID: 15980363). Klīnisko gadījumu aprakstos par fāgu terapijas izmantošanu cilvēkiem ir pretrunīgi dati par fāgu specifiskām neitralizējošām antivielām un to ietekmi uz terapijas efektivitāti. 
Bakteriofāgu terapijas komplikācijas
Visbiežāk aprakstītā komplikācija fāgu terapijā ir aknu transamināžu līmeņa paaugstināšanas asinīs. Pētnieki šo saista ar lokālo citokīnu reakciju aknu makrofāgos, jo vairums fāgu daļiņu metabolizējas un tiek izvadītas caur aknām (PMID: 34209836).
Otra nereti novērota blakusparādība fāgu terapijai ir endotoksīnu izdalīšanās pēc baktēriju lizēšanas, kas var īslaicīgi pasliktināt pacienta stāvokli. Simptomi parasti ir pārejoši un pacienta stāvoklis uzlabojas. Tāpat zināms, ka nevēlamās blakusparādības mazinās, ja tiek samazināta fāga koncentrācija.
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Lītiskie bakteriofāgi ir vīrusi, kas inficē un efektīvi lizē baktērijas. Bakteriofāgus izmanto bakteriālo infekciju ārstēšanā, ievadot fāgus gan lokāli (inokulētus ziedē, hidrogēlā, šķīdumā), gan sistēmiski (perorāli vai intravenozi). Ņēmot vērā augsto fāgu specifiskumu pret saimniekšūnu, galvenais fāga preparāta efektivitātes nosacījums ir pacienta bakteriālās kultūras jutība pret fāga preparātu. Fāga preparāta sagatavošanas procesam jāatbilst iepriekš aprakstītiem un standartizētiem noteikumiem (PMID: 32582101). Fāga preparātam jābūt efektīvam un drošam izmantošanai terapijas nolūkos. 
Bakteriofāga preparāta sagatavošanas process sākas ar bakteriālās kultūras izolēšanu no pacienta bioloģiskiem šķidrumiem, baktērijas celma identifikāciju. Turpmāk tiek pārbaudīta bakteriālās kultūras jutība pret fāgu bankā esošiem bakteriofāgiem, tiek piemeklēts viens vai vairāki fāgi, kas spēj efektīvi lizēt pacienta celmu, tiek veikta mikrobioloģiska fāga-baktērijas mijiedarbības raksturošana. 
Atbilstošu bakteriofāgu lizāti no biobankas tiek nosūtīti uz laboratoriju ar sertifikātu fāgu preparātu sagatavošanā. Gatavam fāga preparātam jābūt efektīvam pret pacienta kultūru,  jānodrošina fāga stabilitāti šķīdumā (pH), jābūt drošam pacientam (endotoksīnu līmenis, baktēriju klātbūtne). Fāga preparāta kvalitātes kontrole ietver:
· Preparāta tīrība;
· Endotoksīnu koncentrācija preparātā (<200 EU/ml; pacientam lietojamā koncentrācija pēc preparāta atšķaidīšanas < 0.5 EU/ml sistēmiskai ievadei, < 5 EU/h/kg) (PMID: 32582101) ;
· Mikrobioloģiskā pārbaude (<1 KVV/10 ml);
· Fāga potence (>1E+9 PVV/ml) (PMID: 32582101);
· Preparāta pH (6.8 – 7.8);
· Vizuālās īpašības (krāsa, dzidrums).
Ražošanai jānotiek atsevišķās, specializētās telpās, kur tiek nodrošināta sterilitāte un bioloģiskā drošība. Iekārtām un metodēm jābūt validētiem (PMID: 32582101). Visi izmantotie materiāli ir ar atbilstošiem kvalitātes sertifikātiem. Barotnēm jābūt sterilām, bez antibiotikām vai komponentēm, kas var izraisīt alerģiskas reakcijas cilvēkiem. Tām jānodrošina pilnvērtīga mikroorganismu augšana. Preparātos drīkst izmantot tikai tās vielas, kas ir apstiprinātas medicīniskai lietošanai un izmantotas netoksiskās devās.
Baktēriju celmu izvēle fāgu ražošanai
Bakteriālie celmi, kas nepieciešami fāgu pavairošanai, tiek izolēti no pacientiem ar strutaini-septiskām infekcijām. Celmiem tiek izvirzītas šādas prasības:
· atbilstība sugai pēc morfoloģiskajām, bioķīmiskajām un seroloģiskajām īpašībām;
· eksotoksīnu neesamība;
· lizogēno fāgu neesamība, pārbaudīta ar UV apstarošanu, mitomicīnu C vai nalidīnskābi;
· jutība pret biobankas fāgiem, nodrošinot spēcīgu lizēšanu, augstu titru un stabilitāti vismaz 48 stundas pie 37 °C.
Fāgu iegūšana un atlase
Lītiskie bakteriofāgi tiek izolēti no dabas avotiem, piemēram, notekūdeņiem, augsnes vai klīniskajiem paraugiem. Atlase tiek veikta, izvēloties fāgus ar plašu darbības spektru, augstu lizējošo aktivitāti un stabilu lizēšanas spēju. Labākie fāgi tiek izvērtēti ar elektronmikroskopiju un pilna genoma sekvencēšanu, izmantojot bioinformātisku analīzi. Fāgi tiek uzglabāti šķidrā veidā (2–8 °C) vai liofilizēti ilgtermiņam.
Lizāta iegūšana un attīrīšana
Pēc baktēriju lizēšanas ar fāgiem iegūtais lizāts satur ne tikai fāgus, bet arī baktēriju komponentes, toksīnus un metabolisma produktus. Lai nodrošinātu drošību, nepieciešama rūpīga attīrīšana:
1. Filtrācija caur sterilizējošiem filtriem
2. Attīrīšana no toksīniem un barotņu atliekām (ultrafiltrācija, afinitātes hromatogrāfija)
3. Koncentrēšana
4. Atkārtota sterilizācija
Pēc apstrādes fāgu lizāti tiek izmantoti preparātu ražošanai: šķidrie preparāti tiek pielāgoti līdz galīgajam titram ar buferšķīdumu (pH 6,0–8,0), aseptiski pildīti sterilās pudelītēs, hermētiski noslēgti. Liofilizētie preparāti izmantojami tablešu, svecīšu, ziežu, linimentu u.c. farmaceitisko formu sagatavošanai.
Katrs starpprodukts un gala produkts tiek pakļauts stingrai kontrolei. Baktēriju ražošanas celmiem pārbauda tīrību, bioloģiskās un fenotipiskās īpašības, profāgu neesamību. Fāgiem pārbauda daļiņu skaitu 1 ml (Gratia metode), specifisko aktivitāti (titrēšana pēc Appelman), lizēšanas stabilitāti (48 h pie 37 °C), sterilitāti un pH. Fāgu preparāti jāuzglabā sausā, tumšā vietā, temperatūrā 2–8 °C, derīguma termiņš: 1–2 gadi (PMCID: PMC6226339). 
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De novo assembly contig title Full public phage name Lab phage name Accession Host Isolation source

Geographical 

location name

Collection date Length (bp) Lineage PhaGCNScore TYPE PhaTYPScore Virulent Temperate

1_219-1F10_47503_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-219-1F10 219-1F10 In progress Klebsiella pneumoniae Local  water treatment plant wastewaters Latvia : Riga 01/02/2024 47,503                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.55

virulent 1 0.9125 0.0875

1_219-2F6_40741_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-219-2F6 219-2F6 In progress Klebsiella pneumoniae RAKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 01/02/2024 40,741                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Studiervirinae;genus:Kayfunavirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.98;0.96

virulent 1 0.998583005 0.001416995

1_F10L_40697_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-F10L F10L In progress Klebsiella pneumoniae Local  water treatment plant wastewaters Latvia : Riga 01/02/2024 40,697                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Studiervirinae 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.92;0.92

virulent 1 0.997298624 0.002701376

1_F1K1_43673_rd_601x_circular_run1 Klebsiella phage RSU-F1K1 F1K1 In progress Klebsiella pneumoniae PSKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 10/01/2024 43,673                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.92;0.92;0.89

virulent 1 1 0

1_F1K2_43675_rd_100x_circular_run1 Klebsiella phage RSU-F1K2 F1K2 In progress Klebsiella pneumoniae PSKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 10/01/2024 43,675                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.92;0.92;0.89

virulent 1 1 0

2_F2K2_2circcont_35248_rd_100x_circular_run1 Klebsiella phage RSU-F2K2-2 F2K2-2 In progress Klebsiella pneumoniae PSKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 06/02/2024 35,248                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Peduoviridae 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.98

temperate 1 0.0125 0.9875

1_F3B1_39175_rd_1172x_circular_run2 Klebsiella phage RSU-F3B1 F3B1 In progress Klebsiella pneumoniae PSKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 06/02/2024 39,175                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Studiervirinae;genus:Przondovirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.82

virulent 1 1 0

1_F4B3_40422_rd_100x_circular_run2 Klebsiella phage RSU-F4B3 F4B3 In progress Klebsiella pneumoniae Local  water treatment plant wastewaters Latvia : Riga 22/02/2024 40,422                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Studiervirinae;genus:Przondovirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.82

virulent 1 1 0

1_F4K3_45805_rd_100x_circular_run1 Klebsiella phage RSU-F4K3 F4K3 In progress Klebsiella pneumoniae PSKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 22/02/2024 45,805                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Molineuxvirinae 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.99;0.92

virulent 1 0.999505277 0.000494723

1_F4L_43073_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-F4L F4L In progress Klebsiella pneumoniae Local  water treatment plant wastewaters Latvia : Riga 22/02/2024 43,073                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.98;0.98;0.98

virulent 1 0.792566079 0.207433921

1_F5L3_44147_rd_7053x_circular_run2 Klebsiella phage RSU-F5L3 F5L3 In progress Klebsiella pneumoniae Local  water treatment plant wastewaters Latvia : Riga 31/01/2025 44,147                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.99;0.96

virulent 1 0.85 0.15

1_F6K4_44444_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-F6K4 F6K4 In progress Klebsiella pneumoniae RAKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 12/04/2024 44,444                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.98;0.98;0.94

virulent 1 0.8125 0.1875

1_F6L1_48794_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-F6L1 F6L1 In progress Klebsiella pneumoniae RAKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 12/04/2024 48,794                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00

virulent 1 0.9 0.1

1_F6R1_44029_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-F6R1 F6R1 In progress Klebsiella pneumoniae RAKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 12/04/2024 44,029                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00

virulent 1 1 0

1_F6R3_48305_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-F6R3 F6R3 In progress Klebsiella pneumoniae RAKUS hospital wastewaters Latvia : Riga 12/04/2024 48,305                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00

virulent 1 0.825 0.175

1_F7K6_44279_rd_100x_circular_run2 Klebsiella phage RSU-F7K6 F7K6 In progress Klebsiella pneumoniae LOC hospital wastewaters Latvia : Riga 12/04/2024 44,279                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.99;0.99

virulent 1 0.962610132 0.037389868

1_F8R5_50480_rd_394x_circular_run2 Klebsiella phage RSU-F8R5 F8R5 In progress Klebsiella pneumoniae LOC hospital wastewaters Latvia : Riga 12/04/2024 50,480                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Drexlerviridae;genus:Webervirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.99;0.99

virulent 1 0.975 0.025

1_F9L_39468_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-F9L F9L In progress Klebsiella pneumoniae Local  water treatment plant wastewaters Latvia : Riga 31/01/2025 39,468                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Studiervirinae;genus:Przondovirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.99;0.99;0.82

virulent 1 1 0

1_phG4_41219_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-phaG4 phaG4 In progress Klebsiella pneumoniae Wastewater Latvia : Riga 2024 41,219                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Studiervirinae;genus:Przondovirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.89

virulent 1 0.998656518 0.001343482

1_phL3-1_46955_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-phaL3-1 phaL3-1 In progress Klebsiella pneumoniae Wastewater Latvia : Riga 2024 46,955                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00

virulent 1 0.925 0.075

1_phL3-2_44164_rd100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-phaL3-2 phaL3-2 In progress Klebsiella pneumoniae Wastewater Latvia : Riga 2024 44,164                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.97;0.97;0.97

virulent 1 0.8 0.2

1_phR4_178625_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-phaR4 phaR4 In progress Klebsiella pneumoniae Wastewater Latvia : Riga 2024 178,625                    

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Straboviridae;genus:Pseudotevenvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.86

virulent 1 0.6875 0.3125

1_phZ1_44098_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-phaWit phaWit In progress Klebsiella pneumoniae Wastewater Latvia : Riga 2024 44,098                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Slopekvirinae;genus:Drulisvirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00

virulent 1 0.944168962 0.055831038

1_phZ12-1_39335_rd_100x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-phaZ12-1 phaZ12-1 In progress Klebsiella pneumoniae Wastewater Latvia : Riga 2024 39,335                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00

temperate 1 0.0125 0.9875

2_phZ12-2_38604_rd_581x_circular_run3 Klebsiella phage RSU-phaZ12-2 phaZ12-2 In progress Klebsiella pneumoniae Wastewater Latvia : Riga 2024 38,604                      

superkingdom:Viruses;clade:Duplodnaviria;kingdom:Heunggongvirae;phylum:Uroviricota;class:Caudoviricetes;family:Autographiviridae;subfamily:Studiervirinae;genus:Przondovirus 1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;1.00;0.85

virulent 1 0.997298624 0.002701376

Relevant metadata BACPHLIP PhaBOX2
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