Starptautiskais Nefrologijas un Terapijas Zurnals ISSN: 2161-0959
(International Journal of Nephrology & Therapeutics)

-
==
ava

Starptautiskais nefrologijas
un terapijas zurnals

(International Journal of Nephrology & Therapeutics)

Petniecisks raksts

E. coli planktona un biopléves formu
rezistence pret sSkistoSajiem nitrofuraniem

Filips Plotnikovs', Vladimirs Strazdin3®*, Vitalijs Okuli¢s®, Endrju Zebentajevs?,
Narine Movsesjana*, Arina Kabanova® un Sergejs Senkovics®

1 Asoc. profesors, Vitebskas Valsts medicinas universitate, Vitebska, Baltkrievijas Republika
2 Nefrologs, Medicinas sabiedriba SIA Gailezers, Riga, Latvija
3 Asoc. profesors, Vitebskas Valsts medicinas universitate, Vitebska, Baltkrievijas Republika

4 Bérnu zobarstniecibas un ortodontijas katedras absolvente, beigusi kvalifikacijas paaug-
stinasanas un parkvalifikacijas kursu, Vitebskas Valsts medicinas universitate, Vitebska,
Baltkrievijas Republika

* Korespondences adrese: Vladimirs Strazdin3, nefrologs, Medicinas sabiedriba SIA Gailezers,
Riga, Latvija, talr.: + 371 29 609 133; e-pasts: voldis@outlook.lv

lesniegts 2020. gada 20. junijs
Apstiprinats: 2020. gada 15. jilijs
Publicéts: 2020. gada 24. jilijs

Citejiet So rakstu Sadi: Plotnikov P, Strazdins V, Okulich V, Zebentaev A, Movsesyan N,
Kabanova A and Senkovich S. Antibiotic Resistance of Planktonic and Biofilm Forms of E. coli to
Soluble Nitrofurans. Int ] Nephrol Ther. 2020;5(1): 006-009.

Autortiesibas: © 2020 Plotnikov P, et al. Sis ir brivas piekluves raksts, kas tiek izplatits

saskana ar Creative Commons attiecinajuma licenci, kura lauj to neierobeZoti izmantot, izplatit
un reproducét jebkura neséja, pareizi citéjot originalo darbu.

SCIRES Literatiira — 4. séjums, 1. izdevums — www.scireslit.com



Starptautiskais Nefrologijas un Terapijas Zurnals ISSN: 2161-0959

(International Journal of Nephrology & Therapeutics)

KOPSAVILKUMS

Urincelu infekcijas (UCI) ir nozimigs saslimSanas célonis. Escherichia coli (E.coli) ir
vishieZakais (aptuveni 80%) UCI izraisitajs cilvékiem. Vairaki pétijumi ir paradijusi, ka
bioplévju (BP) Sinas ir izturigakas pret antimikrobialiem lidzekliem neka planktona tipa
baktériju Sanas, veicinot infekciju noturibu. Pétijuma mérkis bija atklat atSkirtbu starp
planktona un BP formas UCI izraisoSu E.coli rezistenci pret antibiotikam. Pétijums tika
veikts laika perioda no 2019. gada novembra lidz 2020. gada februarim Vitebskas Valsts
medicinas Universitaté (Vitebska, Baltkrievijas Republika). Tika parbaudita celmu jutiba
pret SkistoSo furaginu (Furaginum solubile = kalija N-(5'-nitro-2'-furilallilidens)-1-amino-
hidantoins ar magnija karbonatu), paslaik jaunakais nitrofurana atvasinajums, kas sinte-
zéts un raZots Latvija kops 1979. gada (Furamags®).

Rezultati tika balstiti uz minimalo koncentraciju, kas inhib&ja 50% (MIC, ) un 90% (MIC,)
izolatu augsanu.
38 E.coli celmi, izdaliti no pacientiem ar nekomplicétu UCI, spéja veidot BP. Planktona tipa

E.coli izolatu MIC,  un MIC,  vértibas bija 4 un 8 pgml. MIC, un MIC, vértibas BP E.coli
izolatiem bija 32 un 128 pg/ml.

34 E.coli celmi, kas izdaliti no pacientiem ar komplicétu UCI, spéja veidot BP. Planktona tipa
E.coli izolatu MIC,, un MIC,, vertibas bija 2 un 4 pug/ml. MIC, un MIC, vértibas BP E.coli
izolatiem bija 16 un 32 pg/ml.

§I,<Tsto§ajamm furaginam tika uzradita zemaka MIC vértiba, salidzinot ar nitrofurantoinu, un
to var izmantot ne tikai cistita un pielonefrita arstéSanai, bet ar1 ar katetru saistito UCI

arstéSanai un novérsanai.

IEVADS

Urincelu infekcijas (UCI) ir nozimigs saslim3anas cé-
lonis, kas skar visa vecuma cilvékus. Aptuveni 40%
sievieSu kada dzives posma ir bijusi UCI. Escherichia
coli (E.coli) ir visbiezakais (aptuveni 80%) UCI izraisi-
tajs cilveékiem un viens no visizplatitakajiem gramne-
gativo nozokomialo infekciju céloniem. Urincelu katetri
sagrauj dabisko aizsargbarjeru un veicina labvéligus
vides apstaklus infekcijai, nodroSinot substratu bio-
plévju veidoSanai. Vairaki pétijumi ir paradijusi, ka
bioplévju Siinas ir izturigakas pret antibakterialajiem
lidzekliem neka planktona tipa baktériju Sunas. Bio-
plévju rezistence pret antibiotikam veicina infekciju
noturibu, pieméram, tadu, kas saistitas ar implanté-
tam iericém.

Biopléves veido3anas ir svarigs process patogéno
mikrobu izdzivoSanai vidé vai ziditaja saimniekor-
ganisma. Biopléve ir trisdimensiju baktériju kopiena ar
sarezgitu uzbavi, kas dzivo uz virsmam un ir ietverta
hidratétu polisaharidu, olbaltumvielu un DNS tikla. No-
turigas bakterialas infekcijas ar paaugstinatu rezisten-
ci pret antibiotikam bieZi var saistit ar biopléves
veidoSanos uz saimniekaudiem un implantiem [1].
Biopléves veidoSanas notiek pa posmiem. Pirmaja
posma notiek Tslaiciga planktona veida baktériju
piesaistiSanas cietai virsmai ar raksturigu adhéziju.
Otraja posma notiek mikrokoloniju agregacija un
veidoSanas, kuras ieskauj aizsargajoSas sekretétas

molekulas, saukta arpussanu poliméru vielas (Extra
Polymeric Substance (EPS)) matrica. Visbheidzot, notiek
izkliedéSanas, kas ir atdaliSanas no nobriedu3as bio-
pléves planktona baktériju vai mikrokoloniju veida. Sis
izkliedes posms var veicinat turpmaku saimniekorga-
nisma kolonizaciju ar biopléveém. Sis process var labvé-
ligi ietekmé&t organismus ierobeZotas baribas vielu pieeja-
mibas un metabolisma produktu uzkrasanas dél [2].

Viena no bioplévém raksturigajam Tpasibam ir rezis-
tence pret antibiotikam. Izturiba pret antibakteriala-
jiem lidzekliem ir vissvarigakais ar bioplévém saistito
infekciju neefektivas terapijas célonis, turklat tas ir ar
daudzfaktorials. Biopléves matrica var bat diftizijas
barjera dazam antibiotikam; citi faktori irizmaintta mik-
robu fiziologija un biopléves vide. Antibiotiku aktivitati
pret biopléves mikroorganismiem nevar precizi noteikt,
izmantojot jutibas testéSanai standarta CLSI (Klinisko
un laboratorijas standartu instithits) buljona mikroat-
Skaidijuma metodes, jo S0 metoZu pamata ir planktona
tipa organismu paklausana antibakterialo lidzeklu iedar-
bibai. Ta vieta antibakteriala lidzekla iedarbibai tiek
paklauta no pievienota substrata nonemta, homogeni-
zéta un péc dzivotspéjigu Sdnu skaita kvantitativi
novértéta biopléve. Veidojot biopléves paraugsistému,
papildus kultdras barotnei un inokulatam ir janem véra
tadi faktori ka substrats un hidrodinamika.

Bioplévju rezistence pret antibiotikam ir saistita ar
vairakiem mehanismiem: iesaistitajiem mikroorganis-
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miem piemito3a iek3€ja rezistence, samazinata anti-
biotiku diflizija caur arpussiinu matricu, organisma
augsanas samazinasanas baribas vielu ierobeZojuma
dél un stresa reakcijas aktivizeéSana [3].

Ir svarigi atzimét, ka vairaki pétijumi paradijusi, ka
daZzu antibiotiku subminimala inhib&josa koncentra-
cija var izraisit biopléves veidosanos in vitro; Sim pro-
cesam, iesp&jams, ir kliniska nozime. Lielaka dala labi
dokumentéto pétijumu, kuros pétiti antibiotiku izraisi-
tas biopléves veidoSanas mehanismi, veikti, izman-
tojot ar iericém saistitos patogénus, tostarp, S.aureus,
S.epidermidis, E.coli un P.aeruginosa [4].

P&tljuma mérkis bija atklat atSkirtbu starp planktona
un biopléves formas komplicétu un nekomplicétu UCI
izraisoSas E.coli rezistenci pret antibiotikam, ka no-
teikts EAU (Eiropas Urologijas asociacijas) Urologisko
infekciju vadlinijas [5].

MATERIALI UN METODES

Pétijums tika veikts laika perioda no 2019. gada no-
vembra lidz 2020. gada februarim Vitebskas Valsts
medicinas universitaté (Vitebska, Baltkrievijas Repub-
lika). Pétfjuma tika ieklauti 38 E.coli celmi, kas izdaliti
no pacientiem ar nekomplicétu UCI, un 34 slimnicas
E.coli celmi, kas izdaliti no pacientiem ar komplicétu
UCI. leklauSanas kritériji bija UCI bez iepriek3éejas
arsté3anas ar antibiotikam. Neieklau3anas kritériji
bija iepriekS&ja arstéSana ar antibiotikam. Visi pét-
nieki, kas piedalas $aja pétijuma, ir izlasijusi Helsinku
deklaraciju, un pétijums tika izstradats atbilstigi tas
vadlinijam.

Péc paraugu ievakSanas ar katetrizacijas metodi ma-
terials nekavéjoties tika nogadats laboratorija un ap-
stradats ne ilgak ka divu stundu laika. Paraugus 24 stun-
das kultivéja uz baribas agara 37 °C temperatira. Ne-
gativie kontrolparaugi tika inkubéti vél 24 h, lai panak-
tu, ka tie neaug. Attirisanu veica, kultivéjot baktérijas
sérijveida uz baribas agara, lai iegiitu atseviskas tiras
kultdiras kolonijas. Baktériju augSana tika uzskatita
par btisku, ja koloniju veidojoSo vienibu skaits uz ml
(KVV/ml), bija=103.

Zelta standarta metode biopléves noteikSanai tika
lietota, ka aprakstits Christensen et al. [6]. 1suma,
E.coli kolonija tika izoléta no svaiga agara trauka un
inokuléta 2 ml Millera-Hintona (Mueller-Hinton) buljona.
Buljonu inkubégja vienu nakti 37 °C temperatira. Péc
tam kultdru atSkaidija ar svaigu barotni lidz 1:100.
Viena atseviSka sterila polistirola paplate ar 96 pla-
kangala iedobém tika piepildita ar 200 pL atSkaiditas
kulttiras. Kontroles organismi tika apstradati lidziga
veida. Paplati inkubg&ja 37 °C temperatira 24 stundas.
Péc inkubacijas katras iedobes saturs tika iznemts,
viegli uzsitot pa to. ledobes tika mazgatas ar 200 pl
fosfata buferSkidumu, lai attiritu no brivi peldo3am
baktérijam. Baktériju izveidotas biopléves, kas palika
iedob@s, nostiprinaja ar 2,5% glutaraldehida Skidumu
un iekrasoja ar 0,25% Kristalvioleto (CV). Parmérigu
iekrasojumu uzmanigi nomazgaja un paplati izZavéja;
péc tam iedobés uz desmit minatém pievienoja 200 pl
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33% etikskabes. Biopléves veido3anas spé&ju papildus
parbaudija ar spektrofotometriju pie 0D620. Bioplé-
ves veido3anas robezOD spektrofotometriskajai no-
teikSanai tika aprékinata ka tris standarta novirzes virs
negativas kontroles vidéjas OD. Baktériju adhézija tika
aprékinata péc dotajam formulam visam parbaudi-
tajam baktérijam un klasificéta ka viena no trim iespé-
jamam kategorijam: vaja (ODc < OD + 20D), mérena
(20Dc <OD * 40D) un spéciga (40Dc <OD) biopléves
veidoSanas [7]. Jutibas testi pret antibiotikam tika
veikti ar buljona mikroatSkaidijuma metodi, izmanto-
jot svaigu Millera-Hintona buljonu, ka rekomendéts
EUCAST (Eiropas Antimikrobialas jutibasnoteik$anas
komisija) vadlinijas un 1SO 20776-1: 2019 (Infekcijas
izraisttaju jutibas noteikSana un antimikrobialas juti-
bas testa iericu novértésana - 1. dala: Buljona mikro-
atSkaidijuma standartmetode antibakterialo lidzeklu
in vitro aktivitates parbaudei pret atri augosam aero-
bam baktérijam, kas saistitas ar infekciju slimtbam).
Biopléves MIC testi tika veikti, kad iedobes saturéja
aptuveni 104 lidz 106 baktériju, augosas ka biopléves
iepriek$ aprakstitas procediiras izveidotajos apstak-
los. Izmantojot lazera skenéjo3o konfokalo mikrosko-
piju, més esam noskaidrojusi, ka Saja liment iedobés
veidojas biopléves. Sis biopléves var tikt izmantotas,
lai novéertétu antimikrobialo darbibu, izmantojot mik-
roatSkaidijuma metodi. Tika parbaudita celmu jutiba
pret SkistoSo furaginu. Antimikrobialas jutibas par-
baudes rezultati tika izvértéti, nemot véra minimalo
koncentraciju, kas inhib&ja 50% (MIC, ) un 90% (MIC,)
izolatu augsanu.

Statistiska datu apstrade tika veikta, izmantojot
lietojumprogrammatiiras paketi STATISTICA 10.0.
Kvantitativam statistikas aprakstam tika izmantots
Sapiro-Vilka (Shapiro-Wilk) tests. Kad sadalijums
atSkiras no normala, aprékinam izmantota mediana
(Me), apaksgja 25. (LQ) un augséja 75. kvartile (UQ).

REZULTATI
Nekomplicéta UCI

38 E.coli celmi, kas izoléti no pacientiem ar nekom-
plicétu UCI, spéja veidot BP.

MIC,, antibiotikam bija 16 reizes lielaks E.coli izo-
latos, kas nemti no biopléves populacijas, salidzinot ar
MIC,, izolatiem no planktona kultiram.

Skistosa furagina MIC, un MIC | vg‘zrthas planktona
E.coli izolatiem bija 4 un 8 pg/ml. Skisto3a furagina
MIC,, un MIC,, vértibas biopléves E.coli izolatiem bija
32 un 128 pg/ml. 87% no biopléves E.coli izolatiem
bija jutigi pret Skistoo furaginu (1. tabula).

Kompliceta UCI

34 E.coli celmi, kas izoléti no pacientiem ar kompli-
cétu UCl, spéja veidot BP.

MIC,, antibiotikam bija astonas reizes augstaka
E.coli izolatos, kas nemti no biofilmas populacijas,
nelfé MIC, izolatiem no planktona kultaram.

Skistosa furagina MIC, un MIC_  vértibas planktona
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E.coli izolatiem bija 2 un 4 pg/ml. §I$Tsto§é furagina
MIC,, un MIC,, vértibas biopléves E.coli izolatiem bija
16 un 32 pg/ml. 100% biopléves E.coli izolatu bija
jutigi pret SkistoSo furaginu (2. tabula).

DISKUSIJA

lepriek3éjie p&tijumi [8—10] ir paradijusi, ka bioplé-
ves Sunas bija izturigakas pret pretmikrobiskiem -
dzekliem, salidzinot ar brivi rezidéjoSamsanam. Anti-
biotiku lietoSana rutinas UCI arstésana parasti spéj
eliminét planktona Siinas, savukart biopléves Siinas
var turpinat izplatities. Biopléves veidoSanas ir svarigs
E.colivirulences faktors.

E.coli celmi gan nekomplicétu, gan komplicétu UCI ga-
dijuma spéja izveidot bioplévi. 87% no biopléves E.coli
izolatiem nekomplicéta UCI gadijuma bija jutigi pret
Skisto3o furaginu, un 100% no biopléves E.coli izola-
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tiem kompliceétas UCI gadijuma. MIC,; bija augstaks
bioplévju formam gan nekomplicétu, gan komplicétu
UCl gadijuma (attiecigi, 16 reizes un 8 reizes augstaks),
kaut ari visos gadijumos terapeitiski sasniedzamas
urina koncentracijas diapazona. §I§Tsto§ajam furagr-
nam ir zemaka MIC, salidzinot ar nitrofurantoinu [11],
un augsta E.coli jutiba pat biopléves formas.

SECINAJUMS

Pastav mérena atSkiriba planktona un biopléves
komplicétu un nekomplic&tu UCI izraiso3u E.coli formu
rezistencé pret SkistoSo furaginu. Rezultati liecina, ka
Skisto3o furaginu var veiksmigi izmantot kliniskaja
praksé ne tikai cistita un pielonefrita arstésanai
[12,13], bet art, lai arstétu un novérstu ar katetru sais-
tTtu un citas komplicétas UCI, kur biopléves veidoSanas
varbatiba ir daudz lielaka.

1. tabula. No pacientiem ar nekomplicétu UCl iegiito E.coli izolatu jutiba pret SkistoSo furaginu
Sl,(IStO_SaIS S.% 1% R.% MIK,, | MIK, | Geometriskais vid&jais | Min./ Kvartile
furagins pg/ml | pg/ml MIK, pg/ml maks.
Planktona forma 100 0 0 4 8 3,39 1/8 2;8
BP forma 87 0 13 32 128 29,21 8/128 | 16; 64
2. tabula. No pacientiem ar komplicétu UCl iegiito E.coli izolatu jutiba pret SkistoSo furaginu
Skisto3ais o o o MIK,, | MIK, | Geometriskais vid&jais | Min./ .
furagins S 1,% R,% pg/ml | pg/ml MIK, pg/ml maks. SRRl
Planktona forma 100 0 0 2 4 2,08 1/8 2;2
BP forma 100 0 0 16 32 12,02 2/64 8;16
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