Petuums par Latvija
konstatetajiem C. burnetii
genotipiem un to
salidzinajums ar citas valstis

sastopamajiem



Genotipi

» Péc patogénu genétiskajam ieZzimém (genotipiem) ir iesp&jams
paredzet dazadas to 1pasibas (pieméram, virulenci) un vairaku
izolatu savstarpéjo lidzibu, kas var noderét epidemiologiskajos
izmekléjumos.

» Coxiella burnetii ir izstradatas vairakas genotipésanas metodes,
kas balstas uz dazadiem principiem (sekvenésana, mikrocipi,
MLVA u.c.).

» Genotipus var iedalit genomiskajas grupas, kuras asocié ar
dazadiem C.burnetii plazmidu tipiem (QpH1, QpRS, QpDG,
QpDV un bez plazmidas) (Beare et al., 2006).

» Irizpetits, ka bakterijas genotips un plazmidu tips korele ar Q-
drudza slimibas kliniskajam izpausmém (Beare et al., 2006;
Angelakis et al., 2013).




Genotipi

» Baktérijas sastava esosas QpDG un QpH1 plazmidas ir
gandrz identiskas (Jager et al., 2002).

» lzolati ar QpH1 plazmidu biezak saistiti ar akatam
saslimsanam, ar QpDV esosie izolati ir iesaistiti vairak
aborta gadijumos, QpRS izolati biezak iesaistiti
vaskularas infekcijas (Angelakis et al., 2013).

» Lielakaja uzliesmojuma cilvéku populacija tika registreti
4026 cilvéku saslimsanas gadtjumi, Niderlandée
uzliesmojumu bija izraisijis MST33, tas bija identisks ar
inficétajam aitam un kazam (Tilburg et al., 2012).
Noskaidrots, ka izolatam ir bijusi QpH1 plazmida
(Shpynov et al., 2018).

» Jair pieejama informacija par lokali sastopamajiem
genotipiem, tad tas var palidzét arstiem izstradat
atbilstosu arstésanas stratégiju (Angelakis et al., 2013).




Genotipésanas metode

» MST (Multi Spacer Typing)

Starpgénu regionu sekvenésana un sekvencu salidzinasana
ar datu bazi (https://ifr48.timone.univ-
mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html)

» Genotipésanai tika izmantoti 10 starpgénu regioni - cox2,
cox5, cox18, cox20, cox22, cox37, cox51, cox56, cox57,
cox61 (Glazunova et al., 2005)

PCR Sequencing Allele assignment Sequences type assignment
l —_—  — " | 3
IV
| p— N\ 4
_’ —
|—— = N 1
AR 3alale 27-2-00
S w—fp ] e—y ST 51
I —_— [ ].{ 7/
ALRRARAAS.
FLIRETTY
I —_— = u" AL 2
— W
gDNA PCR Allele Allelic Sequence
products sequences profile type



https://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html

Metodes parbaude ar references
celmu

» Sazinoties ar references DNS razotaju, tika uzzinats, ka DNS
ir no celma Nine Mile Q (Davis and Cox, 1938) Phase Il.

» Tika nolemts nosekvenét kontroles DNS ar MiSeq (lllumina)
un salidzinat MST lokusu sekvences;

» Pozitivajai kontrolei sava starpa atbilda tas MST lokusu
sekvences, kas iegutas ar Sangera sekvenésanu un WGS,
tatad iegutie genotipu rezultati ir ticami.

» Ar Sangera sekvenésanas metodi Cox 56 aléles sekvence
netika ieguta. Ka iesmesls tam ir Cox 56 aléles

neamplificésanas.
Identificéto starpgénu rajonu aléles Sekvences
Metode |Cox 2|Cox 5|Cox 18|Cox 20|Cox 22 |Cox 37|Cox 51|Cox 56|Cox 57|Cox 61 tips
NGS 3 8 3 3 4 1 6 7 6 5 MST16
Sangers 3 8 5 3 4 1 6 - 6 5 MST16




Elektroforezes aina

Cox 18
Cox 22
Cox 37
Cox 51
Cox 56
Cox 20
Cox 57
Cox 61
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Kontroles parauga elektroforézes aina (izmantota DNS
koncentracija 1:10)




Paraugi

» Tika atlasiti paraugi ar koncentraciju vismaz 5 x104
baktéerijas genoma ekvivalentu / ml (CT vértibas zem 27).

» Kritérijam atbilda 5 aborta paraugi, 2 individuala piena
paraugi un 19 koppiena paraugi.




Genotipésanas rezultati

Parauga Reala Identificéto starpgénu rajonu aléles Sekvences
Parauga numurs| izcelsme | Novads | Pagasts |laika PKR | Cox 2| Cox5|Cox 18|Cox 20|Cox 22|Cox 37|Cox 51 |Cox 56|Cox 57|Cox 61 tips
Kontrole_NGS - - - - 3 8 3 3 4 1 6 7 6 5 MST16
Kontrole_Sanger - - - - 3 8 3 3 4 1 6 - 6 5 MST16
20120 LiesataknagAuces |Vecauce 25.75 3 2 6 1 5 10 4 10 6 5 MST61
35392 LiesataknagAuces |Vecauce 24.68 3 2 6 1 5 10 4 10 6 5 MST61
38845/2 LiesataknagAuces |Vecauce 23.23 3 2 6 - 5 10 4 - 6 5 MST61*
38924/2 Liesa+aknaqAuces |Vecauce 25.20 3 2 6 1 5 10 4 - - 5 MST61*
80117 Liesa+aknagAuces |Vitinu 25.76 - 2 - - 5 - - - - 5 -
4391 Piens Kocénu |Kocénu 25.61 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
75363 Piens Tukuma |Zentenes 24.46 3 2 6 5 10 4 5 -
40349/2 Koppiens |Ventspil{Ances 24.10 3 2 6 - 5 10 4 - 6 5 MST61*
15139/17 Koppiens |Térvetes|Térvetes 23.00 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
88758/8 Koppiens |Riebinu |Stabulnieky 26.02 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
22006/8 Koppiens |Brocénu |Blidenes 24.90 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
15139/14 Koppiens |Téervetes|Téervetes 26.05 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
22006/5 Koppiens |Brocénu |Blidenes 25.79 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
27381/8 Koppiens [Auces [Vecauce 23.84 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
22006/7 Koppiens |Brocénu |Blidenes 21.63 3 2 6 1 5 10 4 - - 5 MST61*
29151/1 Koppiens |Priekulu|Veselavas 24.60 7 2 6 - 5 10 - - - 5 -
15139/9 Koppiens |Térvetes|Térvetes 25.85 3 - - 1 5 10 4 - - - -
15139/28 Koppiens |Téervetes|Térvetes 25.82 3 - - - 5 - 4 - - - -
15139/30 Koppiens |Térvetes|Térvetes 26.38 3 2 - - - 10 - - - 5 -
22006/3 Koppiens |Brocénu |Blidenes 24.73 3 2 6 - 5 10 - - - 5 -
22006/4 Koppiens |Brocénu |Blidenes 25.82 3 2 6 - 5 10 4 - - - -
22006/6 Koppiens |Brocénu |Blidenes 24.86 3 2 6 - 5 10 4 - - - -
15139/34 Koppiens |Térvetes|Térvetes 26.06 3 - - 1 - 10 4 - - - -
29151/2 Koppiens |Priekulu|Veselavas 22.87 3 2 - 1 5 10 4 - - - -
15139/33 Koppiens |Térvetes|Térvetes 23.35 3 - 6 - 5 10 4 - - - -
20769/1 Koppiens |Valkas |Vijciema 23.35 5

* Genotips noteikts balstoties uz nepilnigu alélisko profilu




Genotipésanas rezultati

» Peéc pilna aléliska profila genotips noteikts 2 paraugiem:

Parauga Reala Identificéto starpgenu rajonu aleles
Parauga numurs| izcelsme |Novads| Pagasts |laika PKR | Cox2 | Cox5 |Cox 18| Cox 20| Cox 22| Cox 37| Cox 51| Cox 56
20120 Liesataknas|Auces [Vecauce 5.5 3 2 6 1 5 10 - 10
35392 Liesa+aknas|Auces |Vecauce 24.68 3 2 6 1 5 10 4 10




Genotipésanas rezultati

» Péc nepilna aléliska profila, balstoties uz unikalu Cox 37 aléli,
genotips noteikts 11 paraugiem :

Parauga Reala Identificeto starpgenu rajonu aléles Sekvences

Parauga numurs| izcelsme |Novads | Pagasts |laika PKR| Cox2 | Cox 5 |Cox 18|Cox 20|Cox 22|Cox 37|Cox 51|Cox 56/Cox 57|Cox 61|  tips

38845/2 Liesataknas |Auces |Vecauce 23.23 3 2 6 - 5 10 4 - 6 5 MST61*
38924/2 Liesataknas |Auces |Vecauce 25.20 3 2 6 1 5 10 4 - 5 MST61*
4391 Piens Kocénu |Kocénu 25.61 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
40349/2 Koppiens |VentspiljAnces 24,10 3 2 6 - 5 10 4 - 6 5 MST61*
15139/17 Koppiens |Tervetes|Tervetes 23.00 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
88758/8 Koppiens |Riebinu |Stabulnieku| 26.02 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
22006/8 Koppiens |Brocénu |Blidenes 24.90 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
15139/14 Koppiens |Tervetes|Tervetes 26.05 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
22006/5 Koppiens |Brocenu |Blidenes 25.79 3 2 6 5 10 4 - 5 MST61*
27381/8 Koppiens |Auces [Vecauce 23.84 3 2 6 - 5 10 < - 5 MST61*
22006/7 Koppiens |Brocénu |Blidenes 21.63 3 2 6 1 5 10 4 - 5 MSIT61‘=

» Samazinats starpgénu regionu skaits sekvenéto paraugu
salidzinasanai ir izmantots ar1 atseviskos citos Q-drudza petijumos,
pieméram, Alzirija (Rahal et al., 2018), Brazilija un Argentina (Mioni
et al., 2019), Senegala (Mediannikov et al., 2010) un Polija
(Szymanska-Czerwinska et al., 2019).



Genotipa noteiksana

» Salidzinot ar datu bazi atbilstosakie genotipi ir MST20 un
MST61:

_ 2 | 3 | 2 | 6 | 1+ | 5 | 4 | 4 | 10 | 6 | 5 |
61 3 2 6 1 g 10 4 10 6 g

» Sava starpa sos genotipus atskir cox 37 aléle.




Genotipa noteiksana

» Salidzinot sava starpa, ir vérojams, ka cox 37.10 no 37.4
atskiras ar viena nukleotida deléciju.

1. Cox37.4
2. Cox37.10
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2. Cox37.10
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Genotipésanas rezultati

» Lokusi cox 20, cox 56, cox 57 slikti amplificejas. Slikto
amplifikaciju varéja izraisit paraugos esosie piemaisijumi,
jo DNS netika ieguta no tirkulturas, ka arm zema C.burnetii
DNS koncentracija. Tados parauga veidos ka koppiens un
apvienotais piens vienlaicigi varétu but vairaki ierosinataja
celmi, kuru izcelsme ir dazadi ganampulka dzivnieki.
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Genotipésanas rezultati

» Zema C. burnetii DNS koncentracija ir bijis arm par iemeslu
apgrutinatai genotipu noteiksanai Brazilijas un Argentinas
petijuma (Mioni et al., 2019). Ar1 citos C.burnetii
genotipésanas pétijumos ir novérotas problémas iegut visu
alelu sekvences, pieméram, Polijas zinatnieku pétijuma,
kur tika atklats MST61 tips, dalai paraugu netika iegutas
visu alélu sekvences (Szymanska-Czerwinska et al., 2019).

» lespéjamas arm mutacijas praimeru sekvences, kas nelauj
iegut PCR produktus un kuras nevar konstatét, veicot
Sangera sekvenésanu ar MST praimeriem.




Pozitivo piena paraugu
metagenoms




Pozitivo piena paraugu
metagenoms

» Cik lielu dalu no kopéjas parauga DNS veido C.burnetii genoms?

» 0.8-1% nolastjumu atbilst C.burnetiireferences genomam, bet
galvenokart rRNS un tRNS geniem, kas ir loti idzigi visam
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Pozitivo piena paraugu
metagenoms

Cik lielu dalu no kopéjas parauga DNS veido C.burnetii genoms?

0.8-1% nolastjumu atbilst C.burnetiireferences genomam, bet
daudzi no tiem varéetu piederét ar1 citam baktéerijam:

Coxiella burnetii Escherichia coli

Pseudomonas fluorescens




Genotipésana

» MLST genotip€sanas metode tiek plasi izmantota, tacu
tai ir savi minusi.

» Cox 57 praimeriem pastav dazadas modifikacijas, jo slikti
amplificéjas, tacu vienigaja Coxiella datu baze tiek
izmantots nemodificétais praimeris, ar kuru biezi
neizdodas iegut sekvenéjamu PCR produktu.

» Starptautiska genotipu datu baze netiek pastavigi
atjaunota.

» Metodes prieksrociba ir ta, ka nav vajadzigs kultivét
baktériju (bistami), tacu tas reizé ir ari minuss, jo
jastrada ar loti mazu baktérijas DNS daudzumu.




Praimeris cox 57

Cox57.6_PK

Cox57.6_PK

Cox57.6_PK

Cox57.6_PK

Cox57.6_PK

Cox57.6_PK

Cox57.6_PK

Cox57.6_PK

Cox57.6_PK

Cox 57 modificeta praimera salidzinajums ar nemodificéto -
tiek ieguts 1saks reakcijas produkts

Cox57F Cox57F_modified
i _%H‘)

GAACAAGGCTTCCCCGTCATGGAAATGGAAGGCGGATTCAAAACCTGGACCGAGCACAAACTTGAAACCGAGAAA

5,840 5,860 5,880 5,900
| I I I

TGATATTGACTTAGCCCCCAACCTCAAGCACTATAAGCCCTCTGGGCGGCCAGATAGCTCAGTCGGTAGAGCAGA

5,920 5,940 5,960 5,980
| | I I

GGACTGAAAATCCTCGTGTCGGCAGTTCGATTCTGCCTCTGGCCACCATGAAATCAAACACTTACCAATTTTACC

6,000 6,020 6,040
| I I

AGTTGGTCAAAATTTGACCTTGTGGGCGTTTTGTGGAACGACAACTGTGCATCACGCTTCACCAAACTTAAACGT

6,060 6,080 6,100 6,120
I I | |

TGGACTACTATTACTTGTCGGATAACAAGCTTTATTTGCCGACTTGATTAGGATTATCTCTATTTAAATTACCGA

6,140 6,160 6,180 6,200
| I I I

TTAAAATTAAAGATATCTGACTAACTGATTAGCAAATTTTAACATTTCAAAATAATACTTATAATCTATTTCCAA

6,220 6,240 6,260 6,280
| | I I

ATCGCTATTACTTGATATTTAAGTCTAAAACAGATGATAAAAAATTAATTTAAAAATCACTAAAAAGTGACAAAT

6,300 6,320 6,340
| I I

TATAAAAATTGATTTTAAAAATAATTTTTACAAACTAGCACTAACGAGTATAATTTTGATAAATAATAATAAATA

Cox57R
6 ﬂ B4

CCGCCAAAGGCTTACGCCTTCCACCGCTCAAATGGCACGCG



Genotipésanas rezultati

Parauga Reala Identificeto starpgénu rajonu aléles Sekvences
Parauga numurs | izcelsme | Novads | Pagasts |laika PKR | Cox 2| Cox 5 |Cox 18|Cox 20|Cox 22|Cox 37|Cox 51|Cox 56 |Cox 57|Cox 61 tips
Kontrole_NGS - - - - 3 8 3 3 4 1 6 7 6 5 MST16
Kontrole_Sangers - - - - 3 8 3 3 4 1 6 - 6 5 MST16
20120 Liesataknas|Auces |Vecauce 25.75 3 2 6 1 5 10 4 10 6 5 MST61
35392 Liesataknas|Auces |Vecauce 24.68 3 2 6 1 5 10 4 10 6 5 MST61
38845/2 Liesataknas|Auces |Vecauce 23.23 3 2 6 - 5 10 4 - 6 5 MST61*
38924/2 Liesataknas|Auces |Vecauce 25.20 3 2 6 1 5 10 4 - - S5 MST61*
80117 Liesataknas|Auces |Vitinu 25.76 - 2 - - S - - - - 5 -
4391 Piens Kocénu |[Kocénu 25.61 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
75363 Piens Tukuma |Zentenes 24.46 3 2 6 5 10 4 5 -
40349/2 Koppiens [Ventspils|Ances 24.10 3 2 6 - 5 10 4 - 6 5 MST61*
15139/17 Koppiens |[Tervetes|Térvetes 23.00 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
88758/8 Koppiens [Riebinu |[Stabulnieku| 26.02 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
22006/8 Koppiens [Brocénu |Blidenes 24.90 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
15139/14 Koppiens |[Tervetes|Tervetes 26.05 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
22006/5 Koppiens |Brocénu |Blidenes 25.79 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
27381/8 Koppiens [Auces |Vecauce 23.84 3 2 6 - 5 10 4 - - 5 MST61*
22006/7 Koppiens [Brocénu |Blidenes 21.63 3 2 6 1 5 10 4 - - 5 MST61*
29151/1 Koppiens |Priekulu |Veselavas 24.60 - 2 6 - 5 10 - - - 5 -
15139/9 Koppiens |[Tervetes|Téervetes 25.85 3 - - 1 S 10 4 - - - -
15139/28 Koppiens |[Térvetes |Tervetes 25.82 3 - - - 5 - 4 - - - -
15139/30 Koppiens |[Térvetes|Térvetes 26.38 3 2 - - - 10 - - - 5 -
22006/3 Koppiens [Brocénu |Blidenes 24.73 3 2 6 - 5 10 - - - 5 -
22006/4 Koppiens |Brocénu |Blidenes 25.82 3 2 6 - 5 10 4 - - - -
22006/6 Koppiens |Brocénu |Blidenes 24.86 3 2 6 - 5 10 4 - - - -
15139/34 Koppiens |[Térvetes|Térvetes 26.06 3 - - 1 - 10 4 - - - -
29151/2 Koppiens |Priekulu |Veselavas 22.87 3 2 - 1 5 10 4 - - - -
15139/33 Koppiens |[Térvetes |Térvetes 23.35 3 - 6 - 5 10 4 - - - -
20769/1 Koppiens [Valkas |Vijciema 23.35 5

* Genotips noteikts balstoties uz nepilnigu alélisko profilu




Genotipésanas rezultati

Parauga | Parauga Reala Identificéto starpgénu rajonu aléles Sekvences
numurs | izcelsme | Novads | Pagasts |laika PKR| Cox 2 | Cox 5 |Cox 18|Cox 20|Cox 22|Cox 37|Cox 51|Cox 56|Cox 57|Cox 61|  tips
29151/1 |Koppiens |Priekulu [Veselavas| 24.60 7 2 6 - 5 10 - - - 5

» Péc iegutajiem rezultatiem redzams, ka aléle Cox 2 visi
paraugi sakrita ar references aléli MST61 genotipam,
iznemot paraugu 29151/1. Lai precizak varétu noteikt
29151/1 genotipu, nepieciesams iegut art citu alélu
sekvences, kuras neizdevas iegut.

15 7 5 1 6 5 6 9 - 3
33 7 5 1 6 5 9 9 - 3
44 7 5 3 6 5 9 9 - 3
46 T 5 2 - 5 9 9 - 3

» Visticamak, seit vérojams jauns vél ieprieks nenoteikts
genotips, jo datu bazeé nav tipa, kuram ir cox 2 aléle 7, cox
5 alele 2, cox 18 aléle 6, cox 37 aléle 10 un cox 61 aléle 5
vienlaichi.




Genotipu salidzinajums arpus Latvijas
robezam

» Seit attélota visu publiski dokumentéto C. burnetii MST
genotipu savstarpéja lidziba. MST Group
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Dati no https://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html; Mioni et al., 2019;
Sulyok et al.,2014; Gyuranecz et al., 2014; BIOR)



https://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/strains.html

Genotipu salidzinajums arpus Latvijas

robezam

» Seit attélota visu publiski dokumentéto C. burnetii MST

genotipu savstarp€ja lidziba.

Latvijas genotipi

O

MST Group
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Genotipu salidzinajums arpus Latvijas
robezam

» Latvijas genotipiem identiski ir konstatéti Polija un Irana,
loti (1dz1gi (vienas aléles atskiriba) - Francija, Spanija,
Ungarija, Vacija un ASV (MST20) un Brazilija (MST74)

Geographic source
.Poland [40]
Nepilnigs @Latvia [29]
genotips ‘France [12]

Hungary [6]
Spain [4]
USA[4]
Brazil [3]

Germany [1]
* :Iran [1
MST 74

MST 20

0.3

MST 61




Genotipu salidzinajums arpus Latvijas
robezam

» MST61 celmi lidz sim ir saistiti tikai ar piena lopkopibu -
konstatéti piena vai liellopu patologiskaja materiala

» Tuvu radniecigais MST20 biezi atrasts inficétiem
cilvékiem. Pagaidam literatura ir pretruniga par to, vai
noteikti MST genotipi saistiti ar augstaku patogenitati
dzivniekiem un cilvekam

» Tuvu radniecigais MST74 atrasts tikai aitam, kazam un
liellopiem Brazilija

Origin

Cattle Milk [61]
(© Cattle Abortion Fetus [10]
.Human Heart Valve [8]
/v OVaIvuIar Prosthesis [4]
.Dairy Cattle [3]
@Cattle Placenta [2]
@\ LV Vertebral Disc [2]
Aneurysm [1]
Bulk Tank Milk [1]
Cattle [1]
—&8 :Goat (1]

Human Abdominal Fluid [1]
Human Placenta [1]
Redent [1]

.Sheep [1]




Secinajumi

>

Latvijas teritorija sastopams C. burnetii genotips, kuram
idzigakais MST datu bazé ir MST61, lielakajai dalai paraugu
genotips tika noteikts izmantojot nepilnigu alélisko profilu.

lespéjams, Latvijas teritorija sastopami vél [idz sim citas
valstis neaprakstiti genotipi.

MST20 genotipa sastava ir QpH1 plazmida (Glazunova et al.,
2005). Citur pasaulé nav datu par MSTé61 celma virulenci,
tacu péc kliniskajiem pétijumiem QpH1 plazmida izraisa
lielakoties akutas infekcijas (Angelakis et al., 2013).

Pilnigaki dati par plazmidu genotipiem varétu laut labak
novértet risku dzivnieku un cilveku veselibai

Pasreizéjie rezultati liek domat, ka Latvijas piena lopu
ganampulkos galvenokart cirkulé viens genotips - iesp€jama
horizontala parnese starp ganampulkiem?
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