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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

Apziméjums Skaidrojums

95% HPD 95% augstakas varbitibas blivums

aa Aminoskabe(s)

BKUS Valsts sabiedribas ar ierobeZotu atbildibu ,,Bérnu kliniska
universitates slimnica” Tornakalna novietne

bp Bazu pari

BSP Baijesa apvarsna grafiks

cDNS Komplementara DNS

dN Ne-sinonima mutacija — kodgjosas sekvences nukleotida
nomaina, kuras rezultata aminoskabju sekvence mainas

dN/dS Ne-sinonimo/sinonimo mutaciju attieciba

DNS Dezoksiribonukleinskabe

ds Sinonima mutacija — kodgjosas sekvences nukleotida nomaina,
kuras rezultata nemainas aminoskabju sekvence

FEL Nemainigas ietekmes paticamibas metode selekcijas spiediena
noteikSanai

Fr Francijas kateteru skalas mervieniba (1 Fr katetram ir 1/3 mm
diametrs)

HRSV Cilveka respiratorais sincitialais viruss

HRSV-A A grupas cilvéka respiratorais sincitialais viruss, viena no
divam galvenajam antigénajam grupam

HRSV-B B grupas cilvéka respiratorais sincitialais viruss, viena no
divam galvenajam antigénajam grupam

HVR Hipervariablais regions

IFA Iminfluorescences tests

IFEL Ieksgjas nemainigas ietekmes paticamibas metode selekcijas
spiediena noteikSanai

v Intravenozs(i)

kB Kilobaze(s); 1000 bazu pari

KSS Kliiska smaguma skala

LIC SIA ,,Rigas Austrumu kliniska universitates slimnica”
stacionars ,,Latvijas Infektologijas centrs”

MCC Maksimalas radniecibas ticamibas filogenétiskais koks

MCMC Markova k&édes Montekarlo algoritms

MEME Dazadu ietekmju molekularas evoliicijas metode selekcijas
spiediena noteikSanai

ML Maksimalas paticamibas metode

Ne Efektivas populacijas izmérs

NFA Nazofaringealais aspirats



NJ Neighbor-joining atras klasterizacijas algoritms
nt Nukleotids(i)

PCR Polimerazes kedes reakcija

pmol Pikomols

PVO Pasaules Veselibas organizacija

RDNI Respiratora distresa novertésanas instruments

REL Nejausas ietekmes paticamibas metode selekcijas spiediena
noteikSanai

RNS Ribonukleinskabe

RT-PCR Apgrieztas (reversas) transkripcijas PCR

SD Standartnovirze

SIRS Sisteémiska iekaisuma atbildes sindroms

SLAC Vienas paticamibas ciltstevu skaitiSanas metode selekcijas
spiediena noteikSanai

SPKC Slimibu profilakses un kontroles centrs

SSRNS Vienpavediena RNS

tMRCA Kopiga ciltsteva laiks

T Nukleotidu polimorfisms (vidgjais nukleotidu nomainu skaits
novietojuma)

T Paaudzes ilgumu gados




1. IEVADS

Cilveka respiratorais sincitialais viruss (HRSV?) ir visbiezakais dzilako
elpcelu infekciju izraisitajs agrina vecuma berniem, kas $aja grupa ir vadoSais
mirstibas un hospitalizacijas iemesls. P&c epidemiologiskiem aprekiniem
HRSV katru gadu pasaulé izraisa aptuveni 33,8 miljonus jaunas infekcijas
bérniem vecuma lidz pieciem gadiem [Nair et al., 2010]. Apm&ram 10%
inficEto bérnu attistas smaga dzilako elpcelu infekcija, kuriem nepiecieSama
hospitalizacija, un kopé&ja ikgad&ja mirstiba $aja vecuma tiek l€sta ap 234000
[Lozano et al., 2012]. Attistitajas valstis ta ikgad&jiec uzliesmojumi ir vairak
saistiti ar milzigu slogu veselibas budzetam. Lidz gada vecumam ar HRSV
inficgjas aptuveni 70% bérnu, bet I1dz divu gadu vecumam — vairak ka 90%
[Glezen et al., 1986; Simdes and Carbonell-Estrany, 2003]. HRSV konstaté
aptuveni 45% no hospitaliz€tiem bérniem ar dzilako elpcelu infekciju, kas
jaunaki par diviem gadiem [Simdes and Carbonell-Estrany, 2003]. Vissmagak
slimiba noris un vislielaka mirstiba sastopama b&rniem ar pavadosam slimibam,
galvenokart neiznestibu, hemodinamiski nozimigu iedzimtu sirdskaiti un
hronisku plausu slimibu (saistiba ar neiznestibu, cistiska fibroze u.c.) [Shay et
al., 2001]. P&dgjos gados ir apzinata ari liela morbiditate un mortalitate augsta
riska pieauguso un vecu lauzu populacijas, kur mirstiba ir pat lielaka ka bérnu
populacija [Falsey et al., 2005]. Lai art HRSV ir tikai viens serotips, p&c
infekcijas neizveidojas pasargdjoSa imunitate, tapeéc dzives un pat vienas
sezonas laika ir iesp&jams infic€ties atkartoti [Henderson et al., 1979; Simdes
and Carbonell-Estrany, 2003]. Latvija HRSV epidemiologiskas uzraudzibas
dati ir skopi. Ir zinams, ka HRSV 1patsvars starp parbauditajiem respiratorajiem
virusiem Latvija pedgjos gados ir bijis no 15-47% [Nikiforova et al., 2011], bet

incidences, mirstibas un sezonalitates dati nav zinami.

! Human respiratory syncytial virus.



HRSV ierobezosana un arstéSana ir vairakas problémas. ElpoSanas
atbalsts un hidratacija joprojam ir terapijas starakmeni [American Academy of
Pediatrics, Subcommittee on Diagnosis and Management of Bronchiolitis,
2006;]. Citi petitie lidzekli (t.sk. antiviralie) randomizétos kontrolétos
petijumos ir uzradijusi limitetu efektu. B&rnu mirstibas samazinaSanas no
HRSV infekcijas attistitajas valstis ir galvenokart saistita ar visparigu intensivas
terapijas attistibu. Lai ari ir pieejama efektiva pasiva imunprofilakse ar
monoklonalo antivielu palivizumabu, tom@r §1 preparata nelabveliga izmaksu-
ieguvumu attieciba ierobezo pielietoSanu plasai populacijai [American
Academy of Pediatrics Committee on Infectious Diseases, 2009]. Vakcina ir
medictniska nepiecieSamiba un biitu ekonomiski izdeviga [Meijboom et al.,
2012], bet tas izstrade kavgjas I fazes kliniskajos pétijumos [Anderson et al.,
2013]. So uzdevumu biitiski apgriitina HRSV liela genétiska mainiba.

HRSV ir klasificéts Pneumovirus ginti, Pneumovirinae apaksdzimta,
Paramyxoviridae dzimta. Tas ir apvalkots viruss ar vienas molekulas, linearu,
vienpavediena RNS genomu [Wang et al., 2012]. HRSV virala RNS ir aptuveni
15,2 kB gara un tas 10 géni kod& 11 proteinus [Collins and Crowe, 2007], no
kuriem divi virsmas glikoproteini, G un F, ir imunologiski nozimigi, jo izsauc
neitraliz€joso antivielu atbildi. P&c reakcijas ar monoklonalajam antivielam,
HRSV celmi tiek iedaliti divas galvenajas grupas, HRSV-A un HRSV-B
[Mufson et al., 1985], kas atbilst gengtiski atSkirigiem virusiem [Zlateva et al.,
2005]. Epidémiskajas sezonas abas HRSV grupas cirkulé paraléli, bet ar
mainigu prevalenci. Parasti vérojama cikliska dominantas grupas maina, kur
péc vairakam secigam HRSV-A dominantam sezonam seko viena HRSV-B
dominanta sezona [Venter et al., 2001; Zlateva et al., 2007]. Ievérojama HRSV
mainiba ir veérojama arl grupu ietvaros, un abas grupas cirkulgjosie celmi tiek
iedaliti vairakos genotipos. Vienlaicigi sabiedriba var cirkulét dazadi genotipi,

kurus sekojosas sezonas var nomainit jauni, savukart, ieprieks izplatiti genotipi



izzust [Peret et al., 2000; Venter et al., 2001; Zlateva et al., 2007]. Vislielakas
atSkiribas gan starp abam grupam, gan grupu ietvaros ir atrodamas géna, kas
kode G proteinu, tade] ta nepilna sekvenésana biezi tiek izmantota molekulari
epidemiologiskos pétijumos. Pilna genoma analize ir apstiprindjusi, ka mainiba
G gena atspogulo vispargjo virusa variabilitati [Rebuffo-Scheer et al., 2011;
Tan et al., 2012].

G ir virsmas glikoproteins, kura struktira ietilpst divi mucinam lidzigi
hipervariabli regioni (HVR1 un 2) [Johnson et al., 1987]. Sekvencu dazadiba
HVR segmentos ir viena no lielakajam, kada noverota starp cilvéka virusiem.
ST variabilitate atspogulo gan saimnicka organisma imiinas sistémas raditu
selekciju, gan proteina strukturalo plasticitati [Collins and Melero, 2011].
Mucinam lidzigie regioni ir izteikti glikoziléti ar O- un N-saites veidojosu
oglhidratu kédeém, kuru poziciju skaits un vieta nav konservativi starp dazadiem
celmiem, tadgjadi pastiprinot HRSV antigénas atSkiribas [Johnson et al., 1987;
Martinez et al., 1997; Palomo et al., 1991].

Regionalai HRSV molekularajai uzraudzibai ir bitiska nozime HRSV
virusologisko 1paSibu izp&t€, jaunu virulences faktoru prognozesana,
diagnostisko testu izstradé un populacijai piemerotu vakcinu celmu selekceija.
Apkopojot viet€jos un globalos datus, ir iesp&ams rekonstruét virusa
populacijas izm@ra parmainas un geografisko izplatibu, kas lauj identificét
epidémijas izplatisanas celus un veicinat sabiedribas veselibas stratégiju
izstradasanu. Latvija cirkulgjoSo HRSV celmu molekulara struktiira ieprieks

nav petita.



1.1. Darba mérkis

Raksturot HRSV izraisito dzilako elpcelu infekciju kliniskas ipatnibas

un Latvijas terciara limepa bérnu slimnica cirkulgjoso celmu molekularo

epidemiologiju tris secigu respiratoro virusu sezonu laika.
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1.2. Darba uzdevumi

Izstradat polimerazes k&des reakcijas (PCR) testu HRSV diagnostikai un
genétisko grupu diferencésanai;

noteikt HRSV izplatibu stacioné&tiem agrina vecuma b&rniem ar dzilako
elpcelu infekceiju;

izpetit HRSV sezonalitati tris gadu laika;

noteikt HRSV grupu un genotipu iesp&jamo saistibu ar to izraisitas
infekcijas smagumu;

analizét HRSV celmu filogen&zi un mainibu;

izmantojot G géna genealogiju, rekonstruét HRSV demografiskas un

geografiskas izkliedes parametrus.

1.3. Darba hipotézes

HRSV molekulara epidemiologija Latvija butiski neatSkiras no citam
valstim, tomer pastav lokalo celmu iesp&jamiba;
pastav korelacija starp HRSV molekularo raksturojumu un slimibas

norises Smagumu;



3. pielietojot molekulara pulkstepa principu ar izoléSanas laiku un vietu
iezimétam HRSV genoma sekvencem, iesp&jams rekonstruét ta globalo

izplatibu.

1.4. Zinatniska novitate

Sis ir pirmais HRSV molekularas epidemiologijas pétijums Latvija un
tam ir gan lokala, gan globala zinatniska novitate. Tas aktualiz€ precizu HRSV
sezonalitates datu nepiecieSamibu Latvija. Tika atklati vairaki jauni HRSV
celmi, kuru sekvences ir deponétas GenBank datu bazé. Sis pétijums ir pirmais,
kas izvirza genotipa ON1 migréSanas hipotézi un populacijas dinamikas
apléses. legiitie dati var tikt izmantoti optimalakai imiinprofilakses pielieto$anai
riska grupas zidainiem Latvija un globalo sabiedribas veselibas stratégiju
planosana.

Saja darba visi publicétie rezultati ir autora pasa veikums darba
zinatnisko vaditaju uzraudziba. Promocijas darba “Cilveka respiratora sincitiala
virusa izraisito dzilako elpcelu infekciju kliniskais un molekularais
raksturojums hospitaliz&tiem b&rniem Latvija” aprobacija notika Rigas Stradina

universitates Pediatrijas katedras paplasinataja sede 2013. gada 2. septembri.

11



2. METODES

2.1. Pétijuma populacija

Sis prospektivais kohortas pétijums tika veikts Valsts sabiedriba ar
ierobezotu atbildibu ,,Bérnu kliniska universitates slimnica” Torpakalna
novietné (BKUS) laika posma no 2009. gada 1. jalija lidz 2012. gada 30.
jinijam. Pétijums sapéma RSU Etikas komitejas atlauju, un informétu
piekriSanu dalibai taja parakstija visu ieklauto pacientu vecaki. Par iek]auSanas
krit€rijiem kalpoja: (1) bérna vecums, 2-24 meénesi, un (2) atbilstiba PVO
dzilako elpcelu infekcijas gadijuma definicijai [Wright and Cutts, 2000]. Par
izsleégSanas kriterijiem tika noteikti: (1) hroniskas pavadoSas centralas nervu
sisttmas un kardiopulmonalas slimibas un (2) pacienti, kuru simptomi bija
ilgaki par 10 dienam.

Pacientu kliniskie dati tika objektivizéti, izmantojot punktu skalas:
respiratora distresa novértésanas instruments (RDNI; elposanas mazsp&ja no 0—
17) [Lowell et al., 1987] un Kliniska smaguma skala (KSS; slimibas smagums
0-6) [Martinello et al., 2002], ka arT izmantojot sisteémiska iekaisuma atbildes
sindroma (SIRS) kriterijus [Goldstein et al., 2005].

2.2. Kliskie paraugi
No katra p&tijuma ieklauta pacienta tika iegiits nazofaringealais aspirats
(NFA). NFA paraugi tika nekavéjoties iesaldeti un uzglabati pie -70°C lidz

turpmakai analizei. Kopgja ribonukleinskabe (RNS) tika izoléta no 140 pul NFA
parauga, izmantojot komercialu RNS izoléSanas kitu (QIAamp Viral RNA,

12



QIAGEN) saskapa ar razotaja rekomendacijam. Izdalita RNS kalpoja par

matricu HRSV molekularas diagnostikas testu izstradei.

2.3. HRSYV diagnostika, grupu diferencésana, sekvené$ana

HRSV specifiska komplementara dezoksiribonukleinskabe (CDNS) tika
sintez&ta ar apgrieztas transkripcijas polimerazes kédes reakciju (RT-PCR),
izmantojot RevertAid™ Premium apgriezto transkriptazi (Fermentas) ar 12,5 pl
izdalitas RNS un 20 pmol praimeri F164_Rv (3.1. attéls) [Sellender et al.,
1993], saskana ar razotaja rekomendacijam.

Pirmkart, HRSV specifiskas RNS klatbutne tika detektéta ar PCR,
amplific§jot genétiski konservativu genoma rajonu starp P un M géniem,
neatkarigi no virusa antigénas grupas (3.1. attéls). Otrkart, pozitivajiem
paraugiem tika noteikta piederiba galvenajam grupam, HRSV-A un B, veicot
grupu specifisku PCR G géna HVR2 segmentam. Saja reakcija apgrieztais
praimeris F_Rv bija kopigs abam grupam, bet tieSie praimeri bija grupu
specifiski: Ga_Fw A grupai un Gb_Fw B grupai (3.1. attéls). Amplific&tie
fragmenti tika analiz&ti elektroforétiski ar etidija bromidu krasota 1% agarozes
gela.

Grupu diferencé$anas PCR produkti tika izdaliti no agarozes g€la un
sekvengéti, izmantojot apgriezto praimeri F Rv un tieSos praimerus Ga_Fw
(HRSV-A) un Gb_Fw (HRSV-B). Sada veida p&c datu apstrades tika iegitas
336 nukleotidu (nt) garas HRSV-A (kodonu pozicijas 187-299 atbilstosi
references celma A2 sekvencei) un 516 nt garas HRSV-B (kodonu pozicijas
140293 atbilstosi references celma Bl sekvencei) sekvences. Unikalas
sekvences tika registrétas GenBank datu baze ar pieejas kodiem JF979145-47
un KF030137-85.

13



2.4. Filogenézes un adaptivas evoliicijas analize

P&tfjuma iegitas HRSV nt un deducéto aminoskabju (aa) sekvences
(lietojot universalo genétisko kodu) tika izkartotas kopa ar iepriek$ publicétam
sekvencém, izmantojot ClustalW2 algoritmu [Larkin et al., 2007].
Filogenétiskie koki tika konstruéti ar neighbor-joining (NJ) atras klasterizacijas
algoritmu [Saitou and Nei, 1987] un genégtiskas distances (vid&jais nt un aa
substitliciju skaits katra novietojuma starp visiem sekvenéu pariem) tika
aprekinatas, izmantojot datorprogrammu MEGA v5.1 [Tamura et al., 2001].
Aprékinu statistiskd nozimiba tika parbaudita ar sakumpalai$anas protokolu?,
izmantojot 1000 kopijas. O-glikozilacijas pozicijas tika noteiktas, izmantojot
NetOGlyc 3.1 servera neirala tikla prognozes
(http:/lwww.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) [Julenius et al., 2005], bet N-
glikozilacija  tika  prognozeta, izmantojot NetNGlyc 1.0 serveri
(http:/lwww.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) [Gupta et al., 2004].

Kodoni, kuri atrodas zem pozitivas selekcijas spiediena, tika noteikti ar
katrai pozicijai specifisku ne-sinonimo (dN) / sinonimo (dS) mutaciju attiecibu
(dN/dS), izmantojot piecus dazadus algoritmus, kas pieejami Datamonkey
serverl (http://www.datamonkey.org/) [Delport et al., 2010]: SLAC, FEL, REL,
IFEL un MEME. Tika pienemts, ka kodons atrodas zem pozitivas selekcijas
selekcijas spiediena, kad divas vai vairak metodes ta pozicija aprékinaja dN/dS
>1 ar statistisku nozimibu (p <0,1 vai Baijesa faktors >20) ka to rekomendé
[Kosakovsky Pond et al., 2005]. Vidgja dN/dS attieciba tika noteikta,

izmantojot SLAC algoritmu.

2 Bootstrap
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2.5. Evoliicijas atrums, populacijas dinamika un filogeografiska

analize

Nukleotidu substiticiju atrums pozicija, kopiga ciltsteva laiks
(tMRCA)®, virusa populdcijas apjoma izmainas un diskréta filogeografiska
analize tikai aprékinati, ar laiku un lokalizaciju iezimétam sekvencém
pielietojot  Baijesa Markova kédes Montekarlo (MCMC)* metodi
datorprogramma BEAST v2.0.2 [Drummond et al., 2012]. MCMC analizes
rezultati tika izverteti, izmantojot datorprogrammu Tracer v1.5, un maksimalas
radniecibas ticamibas (MCC)® filogenétiskais koks tika konstrugts, izmantojot
datorprogrammu TreeAnnotator v2.0.2. MCC koks tika vizualiz&ts, izmantojot
datorprogrammu FigTree v1.4.0. Datu nenoteiktiba tika izteikta ka 95%

augstakas varbitibas blivums, HPD®.

2.6. Datu statistiska apstrade

Klmisko datu statistiskai apstradei tika izmantota datorprogrammas
SPSS 17.0 un Microsoft Excel 2010. Intervalu un rangu skalas dati tika
salidzinati, izmantojot Manna-Vitnija testu, bet nominalie dati tika salidzinati,
izmantojot Pirsona y° vai FiSera testu. Atskiribas tika uzskatitas par statistiski

nozimigam, ja p <0,05.

® Time of most recent common ancestor.
4 Markov chain Monte Carlo.
® Maximum Clade Credibility.
® Highest probability density.
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3. REZULTATI

3.1. Pétijjuma pamatgrupa

Kopuma pétijuma tika ieklauti 207 pacienti (67—71 pacienti sezona).
Pacientu vecuma mediana bija 8 (starpkvartiju izkliede 4-14) ménesi, no tiem
36% bija vecuma Iidz 6 méneSiem un kopa 68% vecuma Iidz 12 méneSiem.
Katra pacienta paraugam tika pieskirts kods péc sekojoSas shémas: LV

(Latvija)/parauga numurs p&c kartas attiecigaja gada/parauga nemsanas gads.

3.2. HRSV diagnostika un grupu diferencésana

Veicot primaro skriningu, 509 bp PCR fragments bija viegli
detektSjams agarozes géla (3.1. attels). Sada veida HRSV specifiskas RNS
klatbiitne tika noteikta 88 (42,5%) no 207 parbauditajiem paraugiem. Veicot
HRSV grupu diferencéSanu, praimeri tika konstruéti ta, lai HRSV-A un B
varétu viegli iz8kirt péc amplificéta fragmenta garuma (3.1. attgls). Sadi tika
parbauditi visi 88 HRSV-pozitivie paraugi; 53 (60,2%) uzradija A grupai un 35
(39,8%) B grupai atbilstosu fragmenta garumu. Neviena gadijuma netika

konstatéta abu grupu ko-infekcija.
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3.1. att. HRSV molekularas diagnostikas strategija
A, shematiski att€lota dala no HRSV genoma un PCR diagnostikas stratégija; B un C, agarozes géla
elektroforéze, kas ilustré primaro HRSV skriningu ar praimeriem P_Fw/M_Rv (B) un HRSV
pozitivo paraugu grupu diferencé$anu (C). M, DNS molekularas masas markieris (Fermentas); (+)
pozitiva reakcija; (—) negativa reakcija.

Paraleli PCR analizei, 110 pacientiem tika nemtas ar1 deguna iztriepes
virusologiskajai diagnostikai ar tie§o imiinfluorescences testu (IFA). Sis
izmeklgjums neietilpa pétijuma programma un tika veikts péc arstgjosa arsta
ieskatiem. Salidzinot RT-PCR ar IFA ka “zelta standartu”, tika iegiita jutiba —

95,2%, specifiskums — 91,2%, pozitiva paredzama vértiba — 87% un negativa

paredzama vertiba — 97%.

3.3. HRSYV sezonalitate

Kopgja HRSV-pozitivo paraugu proporcija atkariba no sezonas bija
33,3% lidz 56,7%, bet sezonu augstakas aktivitates perioda vargja sasniegt pat
90% (3.2. attels).
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3.2. att. HRSV pozitivo paraugu sadalijjums pa pétijuma méneSiem
Kopgjais parbaudito paraugu skaits (ltkne) un HRSV-A (baltie stabini) un B (melnie stabini)

pozitivo paraugu skaits katra ménesi. Ménesi noraditi ar ta pirmo burtu, sakot no 2009. gada julija
HRSV epidemiologiskas aktivitates sakums tika noteikts ka pirma no
divam secigam nedélam, kuras >10% testSto paraugu ir HRSV pozitivi,
savukart beigas ka pédéja no divam secigam ned¢lam, kuras >10% testéto
paraugu ir HRSV pozitivi. Analiz€jot kopa tifs sezonu datus, HRSV
epidemiologiskas aktivitates periods tika noteikts no 51. lidz 19. gada nedélai.
Saja perioda HRSV izraistja 57% (86 no 151) dzilako elpecelu infekcijas,
92,9% (26 no 28) bronhiolitu un 51,4% (18 no 35) pneimoniju. Savukart, arpus

§1 perioda HRSV izrasija tikai 3,6% (2 no 56) dzilako elpce]u infekeiju.

3.4. Kliniskais salidzinajums

Veicot HRSV izraisttu dzilako elpcelu infekeiju klinisko salidzinajumu
ar citu etiologijas grupu (respektivi, “ne-HRSV” grupa), tika konstatéta virkne

atskiribu (3.1. tabula): (i) ar HRSV inficétie pacienti bija statistiski ticami
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jaunaki, (ii) viniem biezak gimenes anamn&zg bija atopiskas saslim$anas, bet

(i) retak tika noteikts SIRS. Atskiras ari noteiktas diagnozes — HRSV biezak

izraisfja bronhiolitu, bet netika diagnosticets nevienam no pacientiem ar

obstruktivu laringotraheitu (krupu). Savukart, neat$kiras neviens no lietotajiem

slimibas smaguma raditajiem — prasiba pec skabekla inhalacijas, RDNI, KSS,

un hospitalizacijas ilguma. P&tjjuma laika nomira viens (0,5%) pacients ar

dzilako elpcelu infekciju, kas bija HRSV negativs.

3.1. tabula

HRSY izraisitu un citas etiologijas dzilako elpcelu infekciju kliniskais

salidzinajums
- P

Pazime HRSV Ne-HRSV vértiba

Pacientu skaits 88 119

Meitenes, sk. (%) 38 (43,2) 42 (35,3) 0,249

i\gﬁcl:iléréles) méneSos, mediana (starpkvartilu 6(3-9.25) 10 (6-165) <0,001

Svars atbilsto§i vecumam, z-vértibas mediana 0,69 (-0,17— 0,84 (0,04— 0.252

(starpkvartilu izkliede) 1,24) 1,36) '

Pasiva smékeSana, sk. (%) 59 (67) 68 (57,1) 0,148

_ . - a —

éiﬁzgfe(;t%as indekss, mediana® (starpkvartilu 17(13-2) 1,7(13-2) 0,424

Atopiskas slimibas gimeng, sk. (%) 50 (56,8) 51 (42,9) 0,047

Sistemiska iekaisuma atbildes sindroms

(SIRS), sk. (%) 17 (19,3) 79 (66,4) 0,023

Prasiba péc skabekla, sk. (%) 27 (30,7) 46 (38,7) 0,235

Respiratora distresa novertésanas instruments,

mediana (starpkvartiu izkliede) 6(-8) 6(4-8) 0,839

Kliniska smaguma skala, moda (izkliede) 1(1-6) 1(0-5) 0,21

Antibakteriala terapija, sk. (%) 31 (35,2) 45 (37,8) 0,703

_Sta({lonesanas ilgums, mediana (starpkvartilu 4 (3-6) 4 (2-6) 0,651

izkliede)

Diagnoze <0,001
Bronhits 40 (45,5) 55 (46,2) 0,913
Bronhiolits 27 (30,7) 13 (10,9) 0,001
Pneimonija 19 (21,6) 33 (27,7) 0,398
Astma 2(2,3) 7 (5,9) 0,306
Krups 0 11 (9,2) 0,002

2 aprekinats dalot cilveku skaitu gimeng ar istabu skaitu. P vértibas <0,05 noraditas trekninajuma.
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58% (n=51) bérnu ar HRSV infekciju bija vecuma lidz seSiem
meéneSiem, salidzinot ar 29,4% (n=35) citas etiologijas grupa (p<0,001), bet
79,5% (n=80) vecuma lidz gada vecumam, salidzinot ar 64,7% (n=64) citas
etiologijas grupa (p=0,03).

Salidzinot HRSV-A un B kliniskas pazimes un pacientu demografiskos
datus, statistiski ticamas atSkiribas netika konstatétas neviena no

salidzinatajiem parametriem (3.2. tabula).

3.2. tabula
HRSV grupu A un B Kliniskais salidzinajums
Pazime HRSV-A HRSV-B _ P_
vertiba
Pacientu skaits 53 35
Meitenes, sk. (%) 19 (35,8) 19 (54,3) 0,087
Vecums méneSos, mediana (starpkvartilu

639 6(37512) 0518

izkliede)

Svars atbilsto§i vecumam, z-vértibas mediana 0,53 (-0,2- 0,91 (-0,01- 0279
(starpkvartilu izkliede) 1,1) 1,29) '
Pasiva smékesana, sk. (%) 37 (69,8) 22 (62,9) 0,497
Apdzivotibas indekss, mediana (starpkvartilu 1,7 (1,3-

izkliede) 25) 16(14-2) 0,552
Atopiskas slimibas gimeng, sk. (%) 23 (43,4) 13 (37,1) 0,633

Sistémiska iekaisuma atbildes  sindroms
(SIRS), sk. (%) 12 (22,6) 5 (14,3) 0,331
Prasiba péc skabekla, sk. (%) 17 (32,1) 10 (28,6) 0,727
Respiratora distresa novértéSanas instruments,

mediana (starpkvartilu izkliede) 6(4-8) 7(55-8) 0,928

Kliniska smaguma skala, moda (izkliede) 1(1-5) 1(1-6) 0,303

Antibakteriala terapija, sk. (%) 20 (37,7) 11 (31,4) 0,544

_Stac_ionéﬁanas ilgums, mediana (starpkvartilu 4(3-6) 3 (2-4,75) 0,163

izkliede)

Diagnoze 0,316
Bronhits 26 (49,1) 14 (40) 0,538
Bronhiolits 18 (34) 9 (25,7) 0,559
Pneimonija 8 (15,1) 11 (31,4) 0,119
Astma 1(1,9) 1(2.9) 1
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3.5. Filogenétiska analize

Salidzinot nt sekvences, 53 HRSV-A un 35 HRSV-B izolati tika
sagrupéti attiecigi 29 un 23 dazados celmos. So celmu sekvences tika izkartotas
kopa ar GenBank piecjamajam celmu sekvencém ar iepriek§ noteiktiem
genotipiem. Kopuma analizg tika ieklauti 11 HRSV-A genotipi (GA1-7 [Peret
et al., 2000], SAAL [Venter et al., 2001], NA1 un 2 [Shobugawa et al., 2009],
ONL1 [Eshaghi et al., 2012]) un 13 HRSV-B genotipi (GB1 — 4 [Peret et al.,
2000], SAB1-3 [Venter et al., 2001], BA-I-1V [Trento et al., 2006]).

Latvijas HRSV-A izolati piedergja diviem dazadiem genotipiem. 28
celmi (51 izolats) piedergja genotipam NAI1 (3.3. attéls). Viens celms, kura
ietilpa divas identiskas sekvences, kas tika izolétas 2012. gada marta, piedergja
nesen aprakstitajam genotipam ON1 (3.3. attéls). Visiem HRSV-B izolatiem
tika konstatéta 60 nt duplikacija G géna, kas raksturiga BA genotipiem, un tie
visi piederéja BA-IV genotipam (3.4. attéls).
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3.3. att. HRSV A grupas filogenétiskais koks

ON1
321 aa

NA1
297 aa

Inaz

GA2

GA3

GAT

Jeaa

GAB

GAS

SAA1

GA1

Latvijas celmi ir apziméti ar (#). Taksonu apzim&jumi ietver: celma nosaukumu (treknindjuma),
iekavas noraditu GenBank pieejas kodu un kursiva noraditu identisko izolatu skaitu.

SakumpalaiSanas véribas, kas >70, noraditas mezglos. Skala norada nukleotidu
pozicija.
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@ Lvio16110 (JFe79150)
@ Lvi010111 (KF030160) 4
LV/012/12 (KF030171)
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LV/038/11 (KF030164)

92 LV/041/11 (KF030165)
BA/524/04 (DQ227396) i
QUE/18/02 (AY927401) BA-VI
NG-006-03 (AB175820) BAV
84 NG-004-03 (AB175819) 4
BA/1161/02 (DQ227377) BAUI
BA/4862/03 (DQ227391) J
BA/4825/03 (DQ227401) BAYII
81 BA/1607/04 (DQ227397) o
BA/3833/99 (AY333362) BAL
BA/770/02 (DQ227373) J 4
MO53 (AF233930) GB3
NY97 (AF233932) d
SA98V192 (AF348811) SAB3
90— SA0028 (AF348812) 4
CH93-9b (AF065251) J6B2
70 [ B1 (AF013254) GB1
93— CH10b (AF065250) o
99 ™ SA0025 (AF348825) SAB1
94— 5A98D1656 (AF348826) .
L |MO30(AF233928) P
99 NY01 (AF233931) J
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e |
0.03

3.4. att. HRSV B grupas filogenétiskais koks
Apzim&jumi lietoti ka 3.3. attéla apraksta. Celmi ar 317 aminoskabju garu G proteinu ir noraditi
atseviski, paréjiem celmiem bija 310 aminoskabju gar§ G proteins.
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3.6. Genotipa NA1 molekularais raksturojums

Genotipa NA1 Latvijas celmu HVR2 sekvences bija savstarpgji ciesi
saistitas, un genétiskie attalumi bija 2,1% (+0,4) un 4,1% (+0,9) attiecigi nt un
aa limeni. Visiem HRSV-A celmiem bija priekSlaicigs terminacijas kodons
(TGA) 298. pozicija un saglabats originalais (celma A2) terminacijas kodons
299. pozicija (3.5. attels). Visiem NA1 celmiem tika atklatas arT sekojosas
mutacijas: P226—L, E233—K, L258—H/Y, M262—E/R, F265—L, S269—T,
S$280—Y, P289—S, S290—P/L, P292—S, P293—S, P296—T un R297—K.
Citas biezas (>50% celmu) mutacijas bija: L208—I, S222—P, N237-D,
1244—R, N273—-Y/K, P274—L un P286—L.

Izmantojot NetOGlyc 3.1 serveri, potenciala O-glikozilacija tika
prognoz&ta 40 serina un treonina atlikumiem (starp individualiem celmiem no
36 lidz 43). Analoga celma A2 sekvencé tika prognozétas 39 O-glikozilacijas
vietas, no kuram 36 bija kopigas ar Latvijas konsensa sekvenci. Celma A2
HVR2 segmenta ir divi potenciali N-glikozilacijas motivi — N237 un N251.
Starp Latvijas celmiem bija sastopami vél divi motivi — N273 un N294.
NetNGlyc 1.0 serveris prognozgja tikai N251 un N294 N-glikozilaciju Latvijas
konsensa sekvencé. Starp individualiem celmiem prognozétas N-glikozilacijas
pozicijas vari€ja no 0 lidz 3. Neviens no N-glikozilacijas motiviem nebija
kopigs visiem izolatiem.

Kopuma 28 pozicijas bija paaugstinata ne-sinonimo nomainu (dN)
proporcija un vidgja ne-sinonimo/sinonimo nomainu (dN/dS) attieciba bija
1,12, kas liecina par selekcijas spiediena klatbtitni. Neskatoties uz to, tikai divas
pozicijas, M262 un N273, tika noteiktas balstoties uz divu vai vairak metozu

konsensu.
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3.5. att. Latvijas izolatu G proteina ektodoména variabilitate
Linearais att€lojums ir balstits uz prototipu celmu A2 un B1 sekvencém. I, priekslaicigs
terminacijas kodons (pasvitrotie nukleotidi), kas terming 297 aminoskabju garu proteinu, ir
raksturigs visiem Latvijas HRSV-A izolatiem. II, diviem HRSV-A izolatiem tika konstatéta 72
nukleotidu duplikacija (zal$ taisnstliris) otraja hipervariablaja rajona. III, sesu nukleotidu delécija

(m), 60 nukleotidu duplikacija un priekslaicigs terminacijas kodons, veidojot 310 aminoskabju garu
proteinu, ir raksturigi lielakajai dalai Latvijas HRSV-B izolatu. IV, diviem HRSV-B izolatiem bija

saglabats originalais celma B1 terminacijas kodons, $ie proteini bija 317 aminoskabju gari.

Diagrammu atainojums un izmantotie simboli lietoti ka [Zlateva et al., 2005].

3.7. Genotipa BA-IV molekularais raksturojums

Latvijas BA-IV genotipa celmi bija vairak atSkirigi ar aprékinatajam
genétiskajam distancém 3,3% (+0,4) un 4,2 % (+0,7) attiecigi nt un aa ITment.
Papildus raksturigajai 20 aa ,ramja” duplikacijai HVR2 segmenta visiem
Latvijas BA-IV celmiem tika konstatéta ari delécija P159—-K160 (3.5. attéls).
Tika noverotas divas alternativas terminacijas kodonu lokalizacijas, tad&jadi
Latvijas HRSV-B virusi producéja 310 vai 317 aa garus G proteinus (3.5.
attels). Visiem HRSV-B celmiem bija sekojoSas mutacijas: K218—T, L223—P
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un S247—P. Papildus tam, biezas (>50% celmu) bija ari: L219—P, T270—1/F,
V271—A, H287—Y un Q313—Stop.

NetOGlyc 3.1 serveris prognozgja 44 serina un treonina atlikumu O-
glikozilaciju Latvijas konsensa sekvencé (3650 starp individualiem celmiem)
un 41 analoga references celma BA/3833/99 sekvencé (sakotngji 1999. gada
izdalitais BA celms no Argentinas). Tikai 16 no paredzétajam O-glikozilacijas
pozicijam sakrita ar HRSV-A konsensa sekvenci. Celma BA/3833/99 HVR2
segmenta ir divi potenciali N-glikozilacijas motivi — N296 un N310. N296 bija
konservativs un ta glikozilacija tika prognozeta visiem Latvijas celmiem, bet
N310 glikozilacija tika prognozeta tikai 317 aa garajas sekvenc€s. Celmam
LV/057/10 bija uzreiz tr1s papildus motivi (N212, N230 un N253), no kuriem
diviem (N212 un N230) tika prognozéta N-glikozilacija.

Kopuma 32 pozicijas bija paaugstinata ne-sinonimo nomainu (dN)
proporcija, un vidgja ne-sinonimo/sinonimo nomainu (dN/dS) attieciba bija
0,45. Balstoties uz divu metozu sakritibu, diviem kodoniem, L219 un T270,

tika konstatéts pozitivas selekcijas spiediens.

3.8. Genotipa ONL1 globala filodinamika un filogeografija

Divi vienadi HRSV-A izolati (LV/029/12) piedergja nesen aprakstitajam
genotipam ONL1, un to sekvences bija identiskas sakotngji aprakstita izolata
sekvencei no Kanadas. Genotipu ONI1 raksturo 72 nt duplikacija HVR2
segmenta, kas izraisa indel mutaciju E284—G un duplikaciju Q261-S283,
pagarinot G proteinu par 24 aa ar rezult§joso garumu 321 aa (3.5. att€ls)
[Eshaghi et al., 2012]. Kops$ atklasanas Kanada 2011. gada, §is jaunais genotips
ir izoléts vismaz devinas dazadas valstis Ziemelamerika, Eiropa, Afrika, Azija

un Okeanija. Kopuma Iidz 2013. gada junijam GenBank bija pieejamas 42
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sekvences, 16 no tam bija identiskas celmam ON67-1210A [Cui et al., 2013;
Eshaghi et al., 2012; Khor et al., 2013; Lee et al., 2012; Prifert et al., 2013;
Valley-Omar et al., 2013].

No GenBank iegiitas un Latvijas ON1 sekvences tika izkartotas un
izmantotas, lai aprékinatu maksimalas radniecibas ticamibas (MCC)
filogengtisko koku (3.6. attéls). Veicot Baijesa MCMC analizi, HVR2 segmenta
evoliicijas atrums tika aprékinats 7,92x10" nt substitiicijas/pozicija/gada (95%
HPD: 2.97x10™ — 1.28x107%), un kopiga ciltsteva laiks (tMRCA) tika aprékinats
2010. gada augusts (95% HPD: 2009. gada septembris — 2011. gada janvaris).

Filogeografiska analize ar labu statistisko atbalstu liecina, ka viruss
sakotngji izplatjjies no Kanadas uz Italiju un Vaciju un talak uz pargjo pasauli
(aposteriora varbiitiba >0,7). Ticama ir ari virusa diseminacija no Vacijas uz
Japanu un atgrieSanas Vacija no Dienvidkorejas un Japanas. Tomer $1 virusa
migraciju uz Latviju caur Malaiziju ir ar mazu statistisko atbalstu (aposteriora
varbutiba 0,03; 3.6. attéls). Baijesa apvarS$pa grafiks demonstré, ka ON1
efektivas populacijas izmérs 1€ni pieauga, sasniedza plato 2012. gada sakuma

un nedaudz samazinajas pirms 2012./2013. sezonas (3.6. attels).
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3.6. att. Genotipa ON1 diskréta filogeografiska analize un demografiska vésture
Maksimalas radniecibas ticamibas (MCC) filogenétiskais koks (augsgjais panelis) un Baijesa
apvar$na grafiks (BSP; apaksgjais panelis). Zaru krasa norada uz lokalizaciju (skat. legendu), un
platums korel€ ar aposterioro varbutibu (vértibas >0.7 ir noraditas mezglos). BSP y ass norada uz
populacijas izméru, kas izteikts efektivas populacijas (Ne) reizinajuma ar paaudzes ilgumu gados
(1), iegiita vertiba ir proporcionala incidencei [Frost and Volc, 2010]. Sarkana nepartraukta linija
atbilst medianai, un laukums starp punktgtajam linijam atbilst 95% HPD robezam. Abi grafiki ir
atainoti viena laika skala. Taksonu nosaukumi kodg izol&Sanas valsti, numuru un laiku.
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4. DISKUSIJA

4.1. Petijjuma pamatgrupa

Saja péttjuma tika prospektivi ieklauti Latvijas vienigas terciara limena
bérnu slimnicas, BKUS, populacija ar dzilako elpcelu infekciju atbilstosi PVO
gadijuma definicijai. P&tjjuma tika ieklauti tikai iepriek$ veseli bérni ar vecuma
kriteriju 2-24 ménesiem. Tam bija vairaki iemesli: (1) praktiski visi bérni, kas
vecaki par diviem gadiem, ir vismaz vienreiz parslimojusi HRSV; (2) bérniem,
kas jaunaki par diviem méneSiem, un pacienti ar hroniskam pavadosam
slimibam elposanas darbu butiski ietekme vairaki faktori. Neiznestiba, iedzimta
sirdskaite un hroniska elpcelu saslim$ana ir batiski HRSV infekcijas
morbiditates un mortalitates riska faktori [Simdes and Carbonell-Estrany,
2003], tomer absoliti lielaka dala zidainu ar HRSV infekciju ir bijusi ieprieks
veseli (,,HRSV naivi”), un kontroles pasakumu ievieSanai butu jabut primari
verstai tie$i uz $Ts grupas pirmreizéju saskari ar HRSV [Anderson et al., 2013;
Hall et al., 2009].

4.2. HRSV diagnostika

Petfjuma vajadzibam tika izstradata jauna klinisko paraugu savaksanas
metode virusologiskajam analizém BKUS — NFA, kas var palielinat testa jutibu
pat par 30%, salidzinot ar deguna iztriepi [Macfarlane et al., 2005].

Saja pétijuma izstradatais RT-PCR diagnostikas protokols lauj ne tikai
precizi diagnosticet HRSV infekciju kliniskajos paraugos, bet ir ari érti
izmantojams atrai HRSV grupu diferencé$anai. Galvena RT-PCR prieksrociba,

salidzinot ar imunfluorescences testu (BKUS pétljuma laika standarta
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virusologiskas diagnostikas metode), ir sp&ja diagnosticét virusa nukleinskabes
klatbtutni arT loti zema koncentracija, ka ar1 detektet replic€ties nespg&jigu
virusu.

HRSV  epidemiologija Eiropas valstis ir saméra konstanta.
Hospitalizétiem b&rniem zem divu gadu vecuma ar dzilako elpcelu infekciju,
HRSV ir ierosinatajs 42—45% gadijumu [Simdes and Carbonell-Estrany, 2003].
ST pétijuma populacija rezultati bija lidzigi — HRSV izraisija 42,5% dzilako

elpcelu infekceiju.

4.3. HRSYV sezonalitate

HRSV sezonala aktivitate Latvija konstanti sakas vélak ziema un ieilga
pavasari (janvaris — aprilis), salidzinot ar vid&jo sezonalo aktivitati (decembris
— februaris) ziemelu puslodé [Bloom-Feshbach et al., 2013], bet bija Iidziga
novérojumiem Krievija [Tatochenko et al., 2010] un bienalajam ,,velajam”
sezonam, kas aprakstitas vairakas Eiropas valstls — Zviedrija, Somija, Vacija,
Sveicg, Austrija un Horvatija [Mlinaric-Galinovic et al., 2012; Reyes et al.,
1997]. Geografiskas HRSV sezonalitates atSkiribas nav labi izskaidrotas, bet,
domajams, ir saistitas ar lokaliem klimatiskajiem un cilvéku sociali-
kulturalajiem aspektiem [Stensballe et al., 2003].

St pétijuma (88 HRSV pozitivi paraugi) un Slimibu profilakses un
kontroles centra (SPKC) 2009.-2012. sezonu kumulativo datu (1297 HRSV

pozitivi paraugi; http://www.spkc.gov.Iv/) salidzinajums ir dots 4.1. attéla.
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4.1. att. Sezonalitates datu salidzinajums ar Slimibu profilakses un kontroles centra
datiem
Normaliz&tas novéroto datu histogrammas attélo relativos HRSV pozitivo paraugu sadalijumu
blivumus viena skala. Uz X ass attélotas gada nedélas. LIC — SIA ,,Rigas Austrumu kliniska
universitates slimnica” stacionara ,,Latvijas Infektologijas centrs” laboratorijas dati; BKUS — §1
pétijuma dati. Ar biezo melno liniju noradits kopgjais HRSV epidemiologiskas aktivitates periods
tris sezonu laika $aja pétijuma (51. — 19. ned&la). Ar sarkano bultu noradits efektivais palivizumaba
profilakses periods, ja ta aplikacija ir balstita uz pasreiz&jam ASV vadlinijam, pienemot, ka ta
efekts ilgst 45 dienas péc pedgjas injekcijas [American Academy of Pediatrics Committee on
Infectious Diseases, 2009; Panozzo et al., 2010].

Pacientu skaita sadalijums pa nedélam starp §Tm divam datu kopam labi
korelgja (r=0,87; p<0,001). P&c SPKC datiem atseviski HRSV pozitivi paraugi
tiek detektéti jau sakot no 40. nedélas, tomér pamata aktivitate (-2SD lidz
+2SD) bija lidziga ka $aja pétijjuma — no 50. lidz 20. nedélai. HRSV sezonas
garums 21 ned€la atbilst globalajiem datiem [Bloom-Feshbach et al., 2013].

4.4. HRSV Klinisko pazimju raksturojums

Sezonas laika HRSV izraisija vairak ka 90% bronhiolitu un 50%
pneimoniju, kas velreiz pasvitro $1 patogéna lielo nozimibu agrinu vecuma

bérnu morbiditate. Salidzinot ar ,,ne-HRSV” dzi]Jako elpcelu infekciju, HRSV
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inficétie pacienti bija jaunaki, vigpiem retak bija SIRS, bet biezak atopiskas
slimibas gimenes anamnézé. Ir vairakas hipotézes, kas izskaidro, kapéc
pirmajos dzives meénesos berniem ir paaugstinats risks smagai HRSV izraisitai
dzilako elpcelu infekcijai: (i) imtnie mehanismi (iminkompleksu veidoSanas
plausas, zems sekretora IgA limenis; $anu medicta IV tipa imtna reakcija
plausas; T-§Gnu neatkarigie mehanismi u.c.); (ii) fiziologiskie mehanismi (Sauri
elpceli, kuros neliela obstrukcija rada lielakas proporcionalas izmainas elpcelu
Skersgriezuma laukuma) [Sommer et al., 2011]. No vienas puses, péc smagas
HRSV infekcijas biezi novérojamas atkartotas sékSanas epizodes un astma, no
otras — HRSV infekcijas smagak izpauZzas atopiskiem bérniem. SIRS sindroms
,»ne-HRSV” grupa bija biezak, jo, iesp&jams, taja ictilpa ari bakterialas dabas

dzilako elpcelu infekcijas.

4.5. HRSV grupu un genotipu kliniskais salidzinajums

HRSV-pozitivie paraugi tika analizéti ar HRSV-A un B specifiskiem
praimeriem, bet metodes specifiskums tika parbaudits ar paraugu sekvené$anu,
kas visos gadijumos atbilda noteiktajai grupai. Abu grupu virusi cirkul&ja
paral€li visas trijas analiz€tajas sezonas. HRSV-A celmi tika izol&ti biezak, un
tie domingja pirmajas divas pétijuma sezonas. Dazadas grupu cirkulacijas
Tpatnibas ir aprakstitas, tomér kopuma tas seko noteiktam modelim, kur 1-3
secigas HRSV-A dominantas sezonas nomaina viena HRSV-B dominanta
sezona [Venter et al., 2001; Zlateva et al., 2007]. Iemesls $adai alterngjosai
cirkulacijai nav lidz galam skaidrs, matematiski modelgjot to var izskaidrot ar
zemaku saimniekorganisma uzgémibu pret homologu celmu reinfekciju ka pret

heterologu [Sande et al., 2013; White et al., 2005].
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3.2. tabula dots HRSV-A un B infekciju kliniskais salidzinajums, bet ta
ka 97,7% izolatu piederéja pieder&ja diviem dominantajiem genotipiem, NAI
un BA-IV, tad biitiba ir salidzinati Sie divi genotipi (iznpemot ON1 no kopgjas
analizes, rezultati butiski nemainijas). Lai analiz€tu So genotipu klinisko
nozimibu, ka primarais iznakums tika nemts hospitalizacijas ilgums, bet KSS
ka slimibas smaguma mérijums. Neviena no Siem parametriem abas grupas
neatskiras, tadgjadi tika noraidita darba 2. hipotéze. lesp&ams, Saja petijuma
statistiski ticamas atskiribas starp grupam (un genotipiem) netika atrastas, jo
tika ieklauti tikai hospitaliz&ti pacienti, tadejadi izsledzot no analizes mazak

akutus pacientus.

4.6. HRSV celmu molekulara analize

HVR?2 ir ideali piemérots molekularas epidemiologijas petfjjumiem, jo ta
mainiba salidzino$i neliela genoma fragmenta (mazak ka 2% no kopgjas
genoma sekvences) ataino kopgjo virusa mainibu [Rebuffo-Scheer et al., 2011,
Tan et al., 2012]. Visas unikalas analizéto paraugu sekvences tika registrétas
GenBank datu baze. Katra grupa tika noteikts viens genotips, NA1 grupa A un
BA-IV grupa B, kas domingja visu tris sezonu laika. Loti Iidzigs genotipu
sadalijums tika novérots Iidzigos pétijumos citas valstis (4.2. attéls). Tadgjadi

netika noraidita darba 1. hipotéze.
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4.2. att. Globala HRSV genotipu izplatiba 2009.-2012. sezonas
18 (ieskaitot $0) pétijumu datu apkopojums — genotipu proporcijas grupu ietvaros, izteiktas
procentos. Genotipi GA2 un NA1 vairakos pétijumos netika atseviski izdaliti, tadé] abi atteloti
viena krasa

NAI1 genotips pirmo reizi tika aprakstits Japana 2004./2005. sezona
[Shobugawa et al., 2009], un turpmakajos gados vairakos HRSV molekularas
epidemiologijas pétijumos tas noteikts ka domingjosais HRSV-A genotips
(skat. 4.2. attelu). NA1 genotips ir genétiski tuvs GA2 genotipam un netiek
viennozimigi atseviski izdalits [van Niekerk and Venter, 2011; Yoshida et al.,
2012]. Genotips GAS Latvija netika konstatéts, lai arf ir zinams, ka tas bija
sastopams citas valstis $aja laika perioda [Baek et al., 2012; Eshaghi et al.,
2012; Houspie et al., 2013; Khor et al., 2013].

Visam HRSV-B sekvencém tika konstatéta 60 nt duplikacija G géna, kas
raksturo BA genétisko Iiniju [Trento et al., 2003]. Celmi ar $o mutaciju pirmo
reizi tika aprakstiti 1999. gada Buenosairesa (no turienes saisinajums ,,BA”).
Nakamo 3—4 gadu laika $adi celmi tika konstatéti visos kontinentos [Trento et
al., 2010]. Kops 2005. gada BA-IV ir visbiezak izolétais HRSV-B genotips

pasaulé, kas liela méra aizstajis visas paréjas HRSV-B genétiskas linijas
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[Agrawal et al., 2009; Houspie et al., 2013; van Niekerk and Venter, 2011;
Trento et al., 2010].

2012. gada, nakamaja sezona p&c sakotngja apraksta, tika izol&ts cits
HRSV-A genotips — ON1. Genotipam ONI1 raksturiga 72 nt duplikacija G géna
3’ dala. Sis celms paradijas Kanada 2010./2011. sezona, kad tas sastadija 10%
no visiem HRSV-A izolatiem [Eshaghi et al., 2012]. Lidziga izplatiba tika
noverota arl nakamaja sezona Vacija (10%) [Prifert et al., 2013], 2012./2013.
sezona Kina (30%) [Cui et al., 2013] un Japana (13,4%) [Tsukagoshi et al.,
2013]. 2011./2012. sezona $aja petijuma tika detekteti tikai desmit HRSV-A
virusi, no kuriem divi (20%) bija ONI1.

Starp Latvijas izolatiem tika noverots biitisks G proteina garuma
polimorfisms — no 297 lidz 321 aa (skat. 3.5. att€lu). To ietekm&ja sekojosi
faktori: (i) visiem NA1 celmiem bija priek$laicigs terminacijas kodons un to
paredzama G proteina sekvence bija 297 aa; (ii) vienigajam ON1 celmam bija
321 aa gara G proteina sekvence 24 aa insercijas del; (iii) BA-IV celmiem
paredzamie G proteina garumi bija 310 un 317 aa alternativu terminacijas
kodonu izmanto$anas dél. HRSV-B celmiem ir aprakstita dazadu atgriezenisku
terminacijas kodonu izmantos8ana, ieskaitot Stop313—Q [Botosso et al., 2009].
In vitro, G proteina izméra redukcija ar ,ramja” priekslaicigiem terminacijas
kodoniem lauj virusam izvairities no neitralizacijas ar monoklonalajam
antivielam, neizmainot ta infekciozitati [Rueda et al., 1991].

Glikozilacija ir bitisks HRSV antigenitates faktors, jo ta var gan
nomakt, gan pastiprindt antivielu afinitati [Botosso et al., 2009]. Celmu
specifiskas monoklonalas antivielas reagé tikai ar glikoziletu G proteinu
[Martinez et al., 1997]. Mutacijas, kas radija tieSu glikozilacijas receptoru
nomainu vai samazingja to glikozilacijas iesp&amibu, bija bieZi sastopamas,
tadgjadi palielinot celmu fenotipisko dazadibu. Tomér, neskatoties uz G

proteina dazadibu un garuma polimorfismu, kop&ja prolina/serina/treonina
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proporcija bija stabila (aptuveni 10, 10 un 25%), saglabajot mucinam lidzigas
Ipasibas [Julenius et al., 2005].

Mucinam lidzigie regioni ir negativas RNS saturo$o virusu bieZi
izmantots patogenitates faktors, kuriem raksturiga 1pasi atra evolicija,
saglabajot to funkciju un patogenitati. Pastav divas hipotezes, kas So fenomenu
izskaidro: (i) spécigs pozitivas selekcijas spiediens un (ii) attirosas selekcijas
trikums [Wertheim and Worobey, 2009]. Iepriek§ veiktos pé&tijumos
imunologiskas atbildes radits selekcijas spiediens ir atrasts ka viens no
bitiskiem faktoriem, kas virza HRSV genétisko mainibu [Cane and Pringle,
1995], tadel tika veikta arT padzilinata dabigas atlases analize. Lai arT kopgja
dN/dS attieciba NA1 celmiem bija >1, kas liecina par evolucionaru selekciju,
tikai divas pozicijas atradas zem pozitivas selekcijas spiediena. Abas §is vietas
ir iesaistitas celma A2 B un T §tnu epitopos [Cane, 1997; Hancock et al., 2003;
Norrby et al., 1987]. ST atradne nav konsekventa dazados pétfjumos, pieméram,
M262 un N273 tika ar prognozeti [Eshaghi et al., 2012; Houspie et al., 2013;
Kushibuchi et al., 2013; Yoshida et al., 2012; Zlateva et al., 2004], bet netika
apstiprinati [Botosso et al.,, 2009; Tan et al., 2012], lietojot lidzigu
metodologiju ka $aja pétijuma. BA-IV celmiem bija vérojama lielaka dazadiba,
ko mazak ietekmgja pozitivas selekcijas spiediens — kop&ja dN/dS attieciba bija
0,45. Divi pozitivi selekcionétie kodoni, L219 un T270, ir iepriek§ zinoti
[Botosso et al., 2009; Kushibuchi et al., 2013; Zlateva et al., 2005], kamér citi
kodoni (142, 227, 235, 258, 259, 311), kas $ajos pasos pétijumos izradijas zem
pozitivas selekcijas spiediena, bija konservativi Latvijas sekvencés. Sads
konsekvences tritkums skaidrojams ar vairakiem faktoriem. Saja p&tfjuma tika
analizéts tikai viens genotips katra HRSV grupa. Citos pétijumos, kuros
noveérojumi veikti pat 10 un vairak gadus, tika ieklauti citi tobrid akftivi
cirkulgjosi genotipi, ka arl Sobrid jau izmirusas genétiskas linijas. Sadas

atskiribas varétu ari rasties celmiem adapt&joties dazadu saimnieka organismu
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populaciju imunitates ITmeniem. Visbeidzot, tas var noradit arT uz pozitivas
selekcijas trikumu un virusa evolucionSanu atslabinatas attiro$as selekcijas
apstaklos, t.i. HVR2 segments, saglabajot mucinam lidzigas 1pasibas, nav parak

ierobeZots sava mainiba [Wertheim and Worobey, 2009].

4.7. HRSV celmu globala diseminacija

Kops$ sakotngja apraksta Kanada, ON1 celmi ir izol&ti vairakas pasaules
vietas. Priferta ar kolégiem konstat€ja asociaciju starp $o genotipu un
staciongSanu intensivas terapijas nodala [Prifert et al., 2013]. Tomér §1
asociacija pagaidam nav citur validéta. Saja pétijuma ONI pacientiem bija
vidgji smaga dzilako elpcelu infekcija un viniem nebija nepiecieSama
stacion&Sana intensivas terapijas nodala. ESagi ar kolégiem izvirzija hipotézi, ka
72 nt duplikacija radusies, RNS polimerazei parlecot atpakal, vieta, kur atrodas
7 nt atkartojums un sekundaras RNS struktaras cilpa [Eshaghi et al., 2012]. Ta
ir Sobrid lielaka aprakstita dabiga insercija G géna. Sadas mutacijas ir
iespgjams izmantot ka ,dabigu markieri”, lai rekonstruétu HRSV celmu
diseminaciju [Trento et al., 2010].

Saja pétijuma ir pirmo reizi aprékinats ONI evoliicijas atrums,
populacijas dinamika un diskréta filogeografiska analize, balstoties uz pasaulé
izdalitajam sekvencém laika perioda no 2010. gada decembra lidz 2013. gada
jinijam. Aprékinatais ON1 evolicijas atrums HVR2 segmenta (7,92x107
nt/pozicija/gada) bija ievérojami lielaks par citu HRSV-A un B genotipu
evoliiciju HVR2 segmenta (3,6-4,7x107%) [Kushibuchi et al., 2013; Tan et al.,
2012]. Tas, iesp&jams, liecina par atslabinatu attiro$o selekcijas spiedienu, kas

darbojas duplicétaja regiona [Wertheim and Worobey, 2009].
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ONI1 demografiska vesture Iidz Sim ir bijusi ievérojami savadaka ka BA
genotipam, kam p&c 60 nt duplikacijas G géna pirmajos desmit gados bija
vérojama populacijas izplesanas [Trento et al., 2010]. Efektivas ON1
populacijas izmérs pirms 2012./2013. sezonas sakuma samazinajas, bet Sie dati
var mainities, kad klis pieejamas jaunas sekvences. lesp&jams, ka tapat ka BA
genotipiem, papildus duplikacijai ir nepiecieSamas citas mutacijas, lai panaktu
optimalu virusa adaptaciju replikacijai. Jaunajam genotipam varStu rasties
imunologiskas prieksrocibas, jo ON1 duplicétais regions satur vairakus B un T
Stnu epitopus [Cane, 1997] un tas maina G proteina O- un N-glikozilacijas
Ipasibas.

Diskréta filogeografiska analize uzradija divas galvenas ON1
transmisijas likumsakaribas: (i) vilpveidiga izplatiSanas no Kanadas caur Italiju
uz paréjam pasaules valstim ar noteiktu virzienu no rietumiem uz austrumiem
un (ii) gravitacijas efekts, kur, domajams, sekojot cilvéku parvietoSanas
marSrutiem, viruss no vairakam valstim atkartoti nonaca Vacija [Holmes et al.,
2008]. ONI1 izplatibas rekonstrukcija vairakam lokalizacijas parejam triika
statistiska nozimiba, tomér $0 hipot€zi atbalsta vairaki papildus pieradijumi.
Pirmkart, visiem ON1 genomiem, kas pieejami GenBank, ir ar1 E232—G un
T253—K mutacijas; E232—G bija aprakstita vienam no Kanadas NAL
celmiem, kas tika izol€ts viena p&tijuma ar ON1, bet nav raksturiga citiem NA1
celmiem. Otrkart, cits NA1 celms (LV/043/12) ari tika izoléts Kanada un
nakamaja sezona Italija, Vacija un Latvija. Treskart, aprékinatais tMRCA
(2010. gada augusts) labi sakrit ar ESagi un kolégu prognozém, ka $is genotips
ir radies dazus meéneSus pirms 2010./2011. ziemas [Eshaghi et al., 2012].
Kopuma netika noraidtta darba 3. hipotéze, jo ticami tika rekonstruéta genotipa

ON1 globala izplatiba.
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5. SECINAJUMI

P&tfjuma vajadzibam tika izstradata originala HRSV PCR diagnostikas
metode, kas lava izskirt arT galvenas grupas HRSV-A un B un, salidzinot
ar IFA testu, uzradija 95,2% jutibu un 91,2% specifiskumu.

Ar dzilako elpcelu infekcijam stacionétiem b&rniem vecuma no 2-24
ménesiem HRSV bija ierosinatajs 42,5% gadijumu.

HRSYV sezonala aktivitate tika noteikta no 51. 1idz 19. gada ned¢lai.
P&tfjuma netika noteikta saistiba starp HRSV gengtisko grupu A un B
vai atseviSku genotipu un to izraisito infekciju klinisko smagumu
(noraidita darba 2. hipotéze).

Petfjuma tika detekteti vairaki gan ieprieks citur izol&ti, gan Latvijai
unikali HRSV celmi, kuru molekulara epidemiologija kopuma atbilda
globalajam cirkulacijas tendence@m (netika noraidita darba 1. hipoteze).
Glikoprotetna G mainibu vargja tikai dalgji izskaidrot ar
saimniekorganisma imunologiskas sistémas raditu selekcijas spiedienu.
Pielietojot molekulara pulkstena principu Baijesa evolucionaraja analizg,
ticami tika rekonstruéta genotipa ON1 globala izplatiba un populacijas

dinamika (netika noraidita darba 3. hipoteze).
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6. PRAKTISKAS REKOMENDACIJAS

Nemot véra biezo izplatibu stacionétiem bérniem ar dzilako elpcelu
infekciju ta sezonas laika, optimalai pacientu kohortg$anai butu veélams
ieviest HRSV atras diagnostikas testu terciara ltmena b&rnu slimnica.
Tas, iespgjams, lautu ietaupit ari HRSV infekciju arste€Sana
nepiecieSamos resursus.

Valsts specifiskas imtinprofilakses stratégijas veido$ana butu janem
vera, ka Latvija HRSV sezonala aktivitate sakas un beidzas vélak ka
citas Ziemelu puslodes valstis un $o valstu rekomendacijas var nederét

Latvijas apstakliem.
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