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Kopsavilkums

Pedejo gadu laika multirezistento mikroorganismu ierosinato infekciju skaits ir pieaudzis. Aptuveni
85 % gadijumu urincelu infekcijas (UCI) ierosinatajs ir E. coli, un to bieZi saista ar bakterijas sp&ju veidot
biofilmu. Biofilmas ir bakteriju aizsargmehanisms pret cilvéka imunsistemu, ka ar1 pret antibakterialajiem
lidzekliem, kuri vaji penetre biofilmu. Alternativa metode antibakterialu vielu lietoSanai ir bakteriofagu
jeb bakteriju virusu izmantoSana. Ir noverots, ka bakteriofagiem ir ari specigs litiskais efekts bakteriju
biofilmas.

Darba merkis - novertet uropatogeno E. coli celmu speju veidot biofilmu in vitro apstaklos, izvertet
bakteriofagu antimikrobialo efektu izoletajas kulturas.

Eksperimentala in vitro petijuma izmantotas no UCI slimniekiem izdalitas 45 E. coli kulturas un
tris E. coli references celmi (ATCC - 33526 un 35218, 25922). Bakteériju sp€ja veidot biofilmu tika noteikta,
izmantojot 96 bedriSu mikroplati. Rezultata izverteSanai tika merits krasoto biofilmu optiskais blivums.
Biofilmas produceSana tika verteta, nemot vera videjo aprekinato optisko blivumu, un tika izteikta bio-
filmas veidoSanas pakape. Tika izmantots E. coli bakteriofagu maisijums “Piofag” (Mikrogen) un tris
Iitiski E. coli bakteriofagi.

Izvertejot biofilmas produceSanu, noverots, ka viena (2 %) kulttra biofilmu neveido, 23 (51 %) veido
vaji, 12 (27 %) - videji, bet 9 (20 %) - izteikti. Nozimiga, t. i., videja vai izteikta, biofilmas veidoSana nove-
rota 21 (47 %) kultura. Izvertejot bakteriofagu litisko efektu atkariba no bakteriju spejas veidot biofilmu,
noteikts, ka celmos ar nozimigu biofilmas veidoSanu bakteriofagu litiskais efekts verojams 18 (86 %)
kulturas no 21 kulturas.

Secinajumi: kliniskajiem celmiem biofilma veidojas bieZi; bakteriofagiem piemit salidzinoSi plass
litiskais efekts biofilmu producejosas kulturas, taja skaita arl paplaSinata spektra beta-laktamazes
(extended-spectrum beta-lactamases - ESBL) producejosas E. coli kulttiras; bakteriofagiem ir verojams
potencials biofilmu producejoSu bakteriju celmu iznicinasana.

Atslegvardi: urincelu infekcija, E. coli, ESBL, biofilmas, bakteriofagi.
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levads

Multirezistento mikroorganismu infekciju bieZums pasaule arvien pieaug, savukart efektivu
antimikrobialo lidzeklu klust arvien mazak. Eiropas Savienibas komisija 2011. gada zinoja, ka ik
gadu 25 tukstoSi cilveku mirst bakterialas rezistences del, un tiek prognozets, ka Sis skaits turpinas
pieaugt (European Commission, 2016; Melzer and Petersen, 2007). Viena no bieZakajam intrahospi-
talajam un sadzive iegutajam infekcijam ir urincelu infekcija (UCI) - aptuveni 30 % no nozokomialam
infekcijam (Lacovelli et al., 2014). Aptuveni 85 % gadijumu UCI ierosinatajs ir E. coli, turklat pa-
plaSinata spektra beta laktamazes (extended-spectrum beta-lactamases - ESBL) producejoSas E. coli
infekcijas gadijuma mirstibas risks pieaug 3,57 reizes (European Commission, 2016; Melzer and
Petersen, 2007).

E. coli ierosinata UCI bieZi tiek saistita ar bakterijas speju veidot biofilmu jeb ekstracelularu
matriksu, un IpaSi augsts risks ir pacientiem ar urincelu katetru. Biofilmas veidoSana ir baktériju
aizsargmehanisms pret cilveka imunsistému, ka ar1 pret antibakterialajiem lidzekliem, kuri vaji penetré
biofilmu, padarot bakterijas gruti iznicinamas (Jacobsen et al., 2008). Lielaka dala E. coli celmu spej
veidot daZadas pakapes biofilmas, tomer par kliniski nozimigu tiek uzskatita videja un izteikta biofilmas
veidoSana (Hassan et al., 2011).

Multirezistentu mikroorganismu ierosinatu, ipasi ar biofilmu veidoSanu asoci€tu, infekciju
del] pieaug mirstiba, invaliditates risks un arstéSanas izmaksas, tade] Eiropas Savieniba ir izveidots
ricibas plans bakterialas rezistences apkaroSanai un ierobezZoSanai. Tas ietver jaunu antimikro-
bialo lidzeklu izveido$anu un alternativu metoZu attistiSanu (European Commission, 2016; Centers for
Disease Control and Prevention, 2013). Viena no $adam metodém ir bakteriofagu jeb bakteriju virusu
izmantoSana infekciju profilakseé un arsteSana (European Commission, 2015; Review on Antibacterial
Resistance, 2016).

Darba meérkis

Novertet uropatogeno E. coli celmu speju veidot biofilmu in vitro apstaklos, izvertet bakteriofagu
antimikrobialo efektu izoletajas, t. sk. ESBL producejoSas E. coli un biofilmu veidojosas, kulttras.

Materials un metodes

Tika veikts eksperimentals in vitro petijums. Darba izmantotas 45 E. coli kulturas, kuras izda-
litas no urina paraugiem pacientiem ar urincelu infekciju, kuri bija stacioneti Paula Stradina Kliniskas
universitates slimnicas Nefrologijas centra (30 kultiiras) un Urologijas nodala (15 kultiiras), ka ari tris
komerciali pieejami E. coli references celmi (ATCC - 33526 un 35218, 25922).

Urina paraugi izmekléti, izmantojot mikrobiologijas standartmetodes, darba ieklautas kultiiras
ar titru > 10° koloniju veidojoSas vienibas mililitra (KVV/ml). Bakteériju identifikacijai izmantota VITEK-2
(bioMerieux) sistema. Mikroorganismu antibakteriala jutiba tika noteikta ar disku difuzijas metodi
(EUCAST 4.0).

Bakteriju speja veidot biofilmu tika noteikta, izmantojot 96 bedriSu mikroplati. Sakotngji tika
izdalita bakteriju tirkultura pec Golda metodes uz triptikazes sojas agara, tad 24 stundas veikta celma
kultiveSana Luria-Bertani (LB) Skidra barotné 37 °C. Péc kultiveSanas izveidota bakteriju suspensija LB
barotné ar atSkaidijumu 1 : 100.

Izmantojot multikanalu pipeti, kulturas tika parnestas 96 bedriSu plate, katra bedrite ievietojot
200 pl iepriekS pagatavotas suspensijas. Vienai E. coli kulturai izmantotas 32 bedrites. Tris atseviskas
mikroplatés ar 32 bedritem katra (kopa 96 bedrités) tika ievietota negativa kontrole - sterila LB barotne.
Biofilmu produkcijai mikroplates inkubetas 20 + 1 h 37 °C.
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Pec inkubacijas perioda mikroplatés saaugusSas planktoniskas Sunas tika nolietas, tad mikroplasu
bedrites divas reizes skalotas ar multikanalu pipeti ar 200 pl fiziologiska skiduma. Pec skalosanas 20 mintites
veikta biofilmas krasoSana, katru bedriti uzpildot ar 200 nl 0,1 % kristalvioleta Skiduma. Tad tika atkartota
mikroplaSu skaloSana, katru bedriti tris reizes uzpildot ar 200 pl destileta udens. Ka biofilmu atkrasotajs
izmantots 96 % etanola Skidums, kurs$ tika uzpildits (200 pl) un samaisits ar multikanalu pipeti.

Rezultata izverteSanai tika merits krasoto biofilmu optiskais blivums, izmantojot optiska blivuma
meritaju TECAN INFINITE F50 (vilna garums - 620 nm). Biofilmas produceSana verteta dazadas pakapes,
salidzinot ar negativo kontroli. Rezultats tika izvertets ka biofilmu neproducejoss, vaji, videji, izteikti pro-
ducejoSs E. coli celms, nemot vera aprekinato videjo optisko blivumu (sk. 1. tab.) (Stepanovic et al., 2007,
Reisner et al., 2006; Rodrigues et al., 2010).

1. tabula. Biofilmas optiska blivuma interpretacija*
Interpretation of biofilm optical density

Videja kultiiras OD vertiba Biofilmas veidoSanas pakape
ODs < 0Dc Nenovero
ODc <0ODs <2 x ODc Vaja
2 x0Dc<0Ds<4 x0Dc Vidéja
4 x ODc <ODs Izteikta

* Par celmu ar nozimigu biofilmas veidoSanu tiek uzskatits tads celms, kurs biofilmu
produce videji vai izteikti.
OD - optiskais blivums; ODs - katra celma 32 merijumu vid€jais optiskais blivums;

ODc - optiska blivuma robezvertiba, kuru aprékina ka 96 méerijumu negativas kontroles
vid€jo vertibu + 3 standartnovirzes no negativas kontroles.

Darba tika izmantots E. coli bakteriofagu maisijums “Piofag” (Mikrogen) un no “Sekstofag” (Mikrogen)
izdaliti E. coli Myoviridae dzimtas T4 grupas bakteriofagi V10, V12, ka ar1 E. coli Siphoviridae dzimtas bakte-
riofags V1. Bakteriofagu litiskais efekts noteikts, izmantojot divslanu agara punkta metodi, vertejot litiskas
zonas esamibu. Ka pozitivs rezultats bija pilna bakteriju lizeSana, daleja bakteriju lize un atsevisku negativo
koloniju veidoSanas. Par negativu rezultatu tika uzskatita lizes zonas neesamiba jeb celma rezistence pret
fagu (sk. 1. att.). [egutie dati analizeti, izmantojot Microsoft Excel un IBM SPSS Statistics datorprogrammu.

Rezultati

Tika izmantoti 3 references celmi un 45 E. coli kulturas, kuras izdalitas no urina paraugiem pacien-
tiem ar urincelu infekciju (UCI), kuri bija stacionéti Paula Stradina Kliniskas universitates slimnicas
Nefrologijas centra (30 kultiiras) un Urologijas nodala (15 kulttras).

Veicot bakteriju mikrobiologisko testéSanu ar VITEK-2 sistemu, identifikacijas precizitate varigja
no 93 % 1idz 99 %. No 45 izoletajam E. coli kulturam pret flurokvinoloniem rezistentas bija 14 (31 %),
gentamicinu - 4 (9 %), kotrimoksazolu - 13 (29 %), piperacilinu / tazobaktamu - 5 (11 %) kulturas. Astonas
(18 %) kulturas bija ESBL produc€josas, tam visam tika noverota korezistence pret flurokvinolonu grupas
antibakterialajiem lidzekliem (ciprofloksacinu, norfloksacinu), dala bija rezistenta ari pret piperacilinu /
tazobaktamu, kotrimoksazolu un gentamicinu.

Izvertejot biofilmas producesanu, noverots, ka viena (2 %) kultura biofilmu neveido, 23 (51 %)
kulturas biofilmu veido vaji, videja biofilmas veidoSana tika noverota 12 (27 %) kulturas, bet izteikta -
9 (20 %) kulturas. Nozimiga, t. i., videja vai izteikta, biofilmas produkcija noverota 21 (47 %) kultura (2. tab.).
Tris izmantotas references kultiiras bija izteiktas biofilmas veidotajas. No astoniem ESBL producejoSajiem
E. coli celmiem tris biofilmu produceja vaji, Cetri - videji, bet viens - izteikti (3. tab.).
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1. attéls. Bakteriofagu litiska efekta vertejums*, izmantojot divslanu agara punktu metodi

Determination of bacteriophage lytic effect in double-layer agar spot method

* Dazads bakteriofagu litiskais efekts: A un C platé fagu litisko efektu nenovéro, savukart B platé
ir atzimeta bakteriofagu pilna bakterijas lizéSana, D1 sektora ir redzama atseviSku negativo koloniju
veidoSanas, D2 sektora - daleja baktéeriju lize.

Nosakot bakteriofagu litisko efektu, konstatets, ka visu bakteriofagu kopejais pozitivais litiskais
efekts ir verojams 38 (84 %) kulturas (atsevisku bakteriofagu rezultatus sk. 4. tab.).

Izvertejot bakteriofagu litisko efektu atkariba no bakteriju spejas veidot biofilmu, konstatets,
ka celmos ar nozimigu biofilmas veidoSanas pakapi (videju un izteiktu) bakteriofagu litiskais efekts
verojams 18 (86 %) no 21 kultiiras (sk. 2. tab.).
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2. tabula. Bakteriofagu litiskais efekts atkariba no bakterijas biofilmas veidoSanas pakapes

veidoSanos pozitivs litiskais efekts noverots 4 no 5 kulturam (sk. 4. tab.).

Evaluation of bacteriophage lytic effect among different biofilm production degrees of bacteria

Biofilmas veidoSanas Kultiiru Pozitivs bakteriofagu
pakape skaits, n litiskais efekts, n
Nenovéro 1 1
Vaja 23 19
Vidéja 12 12
Izteikta 9 6

Nedaudz atSkirigi rezultati ieguti, izvertejot bakteriofagu litisko efektu ESBL producejosas E. coli
kultiras: pozitivs bakteriofagu efekts noverots 6 no 8 kulturam, savukart kulturas ar nozimigu biofilmas

3. tabula. Bakteriofagu litiskais efekts paplaSinata spektra beta laktamazes produc€josas E. coli kulturas
atkariba no bakterijas biofilmas veidoSanas pakapes

Evaluation of bacteriophage lytic effect among different biofilm production degrees of ESBL E. coli

cultures
Biofilmas veidoSanas Kultuaru Pozitivs bakteriofagu
pakape skaits, n litiskais efekts, n
Nenovéro 0 0
Vaja 3 2
Vidéja 4 4
Izteikta 1 0
4. tabula. Bakteriofagu litiska efekta izverteéjums (kulturu skaits, n)
Evaluation of bacteriophage lytic effect (cultures, n)
Pilna Dajéja Antes(‘Ea‘:tlisvl,(c::l Litisko Litiskais
Fags baktériju baktériju gath efektu
A . koloniju _ spektrs, %
lizéSana lize o= nenovero
veidoSanas
V1 1 8 2 34 24
V10 6 24 3 12 73
V12 0 1 3 31 31
Piofag 7 24 3 1 76
Diskusija

170

Pedejo gadu laika multirezistento mikroorganismu ierosinato infekciju skaits pieaug, savu-
kart efektivu antibakterialo 1idzek]u skaits samazinas. Eiropas Komisija 2011. gada zinoja, ka ik gadu
25 tukstosi cilveku mirst bakterialas rezistences del. Eiropas Savieniba veselibas sistemas ekonomiskie
zaudejumi multirezistences del ir 1,5 miljardi eiro gada, ESBL producejoSas E. coli infekcijas gadljuma
mirstibas risks pieaug 3,57 reizes (European Commission, 2016; Melzer and Petersen, 2007).
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Viena no bieZakajam intrahospitalajam un sadzive iegutajam infekcijam ir urincelu infekcija (aptu-
veni 30 % no nozokomialajam infekcijam), bieZi - ESBL produc€joSa (Lacovelli et al., 2014). Lidziga tendence
noverota ari musu veiktaja petijuma, kur 18 % (n = 8) izoléto E. coli kultturu bija ESBL produc€josas.

Aptuveni 85 % gadijumu urincelu infekcijas ierosinatajs ir E. coli, un to bieZi saista ar bakterijas
speju veidot biofilmu jeb ekstracelularu matrici, ipasi pacientiem ar urincelu katetru (Jacobsen et al.,
2008). Biofilmas veidoSana ir baktériju aizsargmehanisms pret cilveka imunsistemu, ka ari antibak-
terialajiem lidzekliem, kuri vaji penetre biofilmu, padarot infekcijas perekli gruti iznicinamu.

Saja petijuma iegiitie rezultati apstiprina, ka lielaka dala (98 % jeb n = 44) izoleto E. coli kul-
turu spej veidot biofilmu, tomer atSkiras biofilmas veidoSanas pakape, kas var but izSkiroSa efektivas
antimikrobialas terapijas gadijuma. Liela uzmaniba tiek pieversta multirezistentam biofilmu produce-
joSam baktérijam, jo $ada veida mikroorganismu iznicinaSana ir ipasi sareZgita; visas izoletas ESBL
producejosas E. coli kultiiras speja veidot biofilmu, bet nozimiga, t. i., vidéja vai izteikta, biofilmas
veidoSana noverota 5 no 8 kulturam.

Eiropas Savieniba ir izveidots ricibas plans bakterialas rezistences apkaro$ana un ierobezoSana,
kurs§ ietver jaunu antimikrobialo lidzeklu izveidoSanu un alternativu metoZu attistiSanu (European
Commission, 2016; Centers for Disease Control and Prevention, 2013). Viena no $adam metodéem ir bakte-
riofagu jeb bakteriju virusu izmantoSana infekciju profilakse un arsteSana (European Commission, 2015;
Review on Antibacterial Resistance, 2016). Bakteriofagiem piemit speja vairoties saimniekorganisma
jeb bakterija, un dzives cikla beigas bakteriofags no tas izdalas, lizejot jeb iznicinot to.

Izmantojot daZadus E. coli bakteriofagus, Saja petijuma konstatets, ka kopejais bakteriofagu
litiskais spektrs bija 84 % (n = 38). Bakteriofagiem tiek noverots ari specigs litisks efekts bakteriju
biofilmas, jo tie vairojas infekcijas perekli un veido vielas, kuras spej degradet biofilmas strukturu
(Abedon et al., 2015; Carson et al., 2010). Biofilmu produc€josu bakteriju grupa (kopa 44 kultaram)
pozitivs bakteriofagu litiskais efekts bija 37 (84 %) kulturas.

Secinajumi

1. No 45 izoletajam E. coli kulturam 8 bija paplaSinata spektra beta laktamazes (extended-
spectrum beta-lactamases - ESBL) producejosas, kas ir 1idzigi, ka konstatets petijumos citas
Eiropas Savienibas valstis.

2. In vitro biofilmu veidoSanas tika noverota 44 (98 %) no 45 kulturam, tomeér nozimiga, t. i.,
videja vai izteikta, biofilmas veidoSanas noverota 21 (47 %) kultira, kas liecina, ka klinis-
kajiem celmiem biofilmu veidoSanas ir bieZi sastopama.

3. Bakteriofagu Iitiskais efekts bija atSkirigs. Izmantojot daZzadus bakteriofagus, vislielakais
litiskais efekts noverots V10 bakteriofagam (73 % jeb n = 33) un Piofag bakteriofagu maisi-
jumam (76 % jeb n = 34), savukart V1 un V12 spektrs bija salidzinoSi Saurs (respektivi, 24 %
jebn =11 un 31 % jeb n = 14). (Sk. 4. tab.)

4. E. coli celmos ar nozimigu biofilmas veidoSanos bakteriofagu litiskais efekts noverots 18 no
21 kultiiras jeb 86 %, kas ir salidzinosi plass un norada, ka bakteriofagiem piemit litisks efekts
biofilmu producejosas kulturas.

5. No astonam ESBL producejoSam E. coli kulturam piecas bija nozimigas biofilmas veidotajas.
Saja grupa pozitivs bakteriofagu efekts novérots ¢etram no piecam kultiiram, un tas liecina,
ka bakteriofagiem ir verojams pozitivs litisks efekts ESBL producejosas E. coli kultiiras ar
nozimigu biofilmas produkciju.

6. Laiizvertetu precizu bakteriofagu litisko efektu biofilmas, ir javeic talaki petijumi, izmantojot
lielaku bakteriju kulturu skaitu un bakteriofagu suspensiju modificeta 96 bedrisu mikroplasu
sistema, kur biofilmas tiek iepriek§ izaudzetas un bakteriofagu suspensija tiek izmantota
biofilmas iznicinaSana.
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= Determination of Bacteriophage Lytic

o ™ o . .
Effect among Uropathogenic Biofilm
Producing E. coli Strains

Abstract

In the past decades, multi-resistant bacterial infection rate has been increased. E. coli causes
approximately 85 % of UTI (urinary tract infection), especially biofilm producing strains make the treat-
ment more complex. Bacteriophages have a promising effect in bacterial biofilms, they are replicating
at the site of infection and produce substances that degraded biofilm. There is little information about
phage lytic activity in E. coli biofilms, especially in ESBL (extended-spectrum beta-lactamase).

The aim of the study was to evaluate bacteriophage lytic activity among biofilm producing uropatho-
genic E. coli strains.

45 E. coli strains were isolated from patients with UTI, three E. coli reference strains were
used (ATCC - 33526, 35218, 25922). Biofilm production was detected by using 96 well microtiter plates.
To determine biofilm production optical density, it was measured with ELISA reader. Biofilm produc-
tion degree was calculated by each strain mean optical density compared with negative controls’ mean
absorbance. Biofilm production was classified as “no”, “weak”, “moderate” or “strong” biofilm produc-
tion. To evaluate bacteriophage lytic activity, spot test method was used. Bacteriophage lysate from
“Piofag”, Mikrogen and three lytic E. coli bacteriophages were used. Phage effect was identified by
plaque method.

Bacteriophage lytic activity among moderate and strong biofilm producer strains was 86 %
(18 out of 21). There were 12 (27 %) moderate biofilm producers, 9 (20 %) strong, 23 (51 %) weak, 1 (2 %) no
producer out of 45 E. coli strains. In ESBL E. coli strains (n = 8), four were moderate and one strong bio-
film producer. Bacteriophage lytic activity among those strains was four out of five.

E. coli clinical isolates produce moderate and strong biofilms. Bacteriophages have a great lytic
activity among biofilm producer strains as well as ESBL E. coli biofilm producer strains.

Keywords: urinary tract infection, E. coli, ESBL, biofilms, bacteriophages.
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