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Saslimstiba (incidence) ar tuberkulozi 2011. g. uz

100.000 iedzivotajiem dazadas valstis
Islande, Belgija, Cehija, Danija, Somija, Francija, Vacija, Griekija, Trija,
lzraéla, Italija, Luksemburga, Malta, Niderlande, Norveégija, Slovakija,
Slovénija , Zviedrija, Sveice, Lielbritanija, ASV, Austrija
No3,1-13

Albanija, Ungarija, Turcija, Makedonija, Latvija, Igaunija, Lietuva,
Polija, Portugale, Serbija, Spanija, Bulgarija
No 14-51

Armeénija, Azerbaidzana, Baltkrievija, Gruzija, Kazahija, Moldavija,
Rumanija, Krievija, Ukraina, Uzbekija, Turkménija, Tadzikija
No 52-202
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Saslimstiba ar tuberkulozi Latvija, 1991-2011
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Tuberkuloze Latvija 2012.gada
Absolutos skaitlos 2011 788 beéerni 61 pusaudzi 3
Absolutos skaitlos 2012 janvaris —novembris bérni 45 pusaudzi 11
MDR 2011 janvaris —aprilis 32

MDR 2012 janvaris —aprilis 48




Bernu tuberkulozes problema

dMinimalas radiologiskas atradnes gadijuma robeza starp latentu
tuberkulozes infekciju un aktivu tuberkulozi paliek neskaidra ari péc
MT izolacijas
d“Robezstavokli” var vertet ka latentu tuberkulozes infekciju vai
aktivu tuberkulozi, ja bernam ir:
skontakts ar aktivas tuberkulozes slimnieku, ta M.tuberculosis
raksturojums
*"imunologiski apstiprinata M.tuberculosis infekcija (Mantoux
>10mm)
* intratorakala adenopatija ar vai bez parmainam plausu
parenhima, iespéjams, vizualizejama tikai DT

Sledzienu latenta tuberkulozes infekcija vai aktiva tuberkuloze
iespaido:
*Berna vecums
"lespéja nozimet profilaktisku arstesanu (MT zalu rezistences
Ipasibas)



Pacientu izmeklésanas rezultati uzrada raibu, biezi gruti definejamu ainu

(Cuevas I.B. et al. Evaluation of TB diagnostics in children. Methodological issues for conducting and reporting research evaluation

of TB diagnostics for intrathoracic TB in children: consensus from an expert panel. J.Inf.Dis. 2012,205, Suppl 2:s209-215)

N° | Vecums RM Rtg DT Bronhoskopija Bakteriologija ZJT
_ IK uz L-J 2 reizes Rez. HREZ S Km Am Cm Eto Ofx
" Katarals
1 15 gadi 18 N N traheobronhits aug 3 kol un Mfx
10 kol Jut. Pas Cs Thz
e IK uz BACTEC
2 | 14gadi | 10 + 1“(‘;?““'15 N IK uz L-J 1 kol. Jutiba saglabata
BA L-J 1+ kol.
3| 1Mgadi | 17 | N + N STl Jutiba saglabita
paraugiem un BA
4.50 bronha IK uz L-J 2 Kkol.
4 8 gadi 18 + + S9 BA uz BACTEC Jufiba saglabata
sasaurin.
un L-J 3+ Kol.
5] 6 gadi 15 N N N IK uz L-J 10 kol. Jutiba saglabata
KS ARB 3-5-8-r.l.
6 12 men. 19 N Nav izd. Nav izdarita KS uz BACTEC Jutiba saglabata
un L-J 1+ kol.
7 2 gadi 14 * + Nav izdarita KS uz BACTEC Jutiba saglabata
8 7 gadi 10 * e » N IK uz L-J 3+ kol. Jutiba saglabata
Kr. augsd. bronha IK uz L-J 4 kol. Rez. HR S EZ Km Am Cm Ofx Mfx
9 13 gadi 18 + + dist. dala
iespiedumsno Lm | BAuz BACTEC Jut. Eto Cs PAS Thz
IK uz L-J 1+ Kkol. Rez. HR S E Z Km Am Cm Ofx Mfx
10 | 12gadi | 18 | N + N uz L~ T+ Ko
BA uz BACTEC Jut. Eto Cs PAS Thz

+lK: inducétas krépas; BA: bronhu aspirats; KS: kunga skalojums; L-J: Levensteina-Jensena barotne; BACTEC barotne

N: normala atrade; “+": neparliecino$a TB atbilstosa atrade; “+”: latentai TB infekcijai/ aktivai TB atbilsto$a atrade
Rtg: plausu parskata rentgenogramma; DT: plausu datortomogramma; RM: Mantoux tests




Galvenie VPP10-4/ apaksrojekta 9.3. tresa

posma uzdevumi un gaidamie rezultati

Tuberkulozes (TB) diagozes apstiprinasanas «zelta standarta»
metode ir M.tuberculosis (MT) izolacija , identifikacija un
genotipésana no kliniska parauga pacientam ar atbilstosu TB
kltnisko un rentgenologisko atradi

Poztitvas MT atrades interpretacija bérnam ar neatbilstosu TB
klTnisko un rentgenologisko ainu nav skaidra

Izmantojot MT restrikcijas fragmentu garuma polimorfisma (RFLP)
un citas genotipésanas metodes var pieradit potenciala infekcijas
avota un berna izolatu genoma identiskumu, kas apstiprina MT
izdali bérnam ar TB diagnozei neparliecinoSu Kkliniski -
rentgenologisko ainu



Popularakas mikobakteriju genotipesanas metodes
Restrikcijas fragmentu garuma polimorfisma analize

pec M.tuberculosis genoma skelsanas ar restrikcijas
endonukleazi Pvull (RFLP)

Amplificeto rajonu spoligotipesana (speisers starp
36-bp tiesajiem atkartojumiem (direct repeat))

3. MIRU tipesana (Mycobacterial Interspersed Repetitive
Units, MIRU typing) ,VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats)

4. Savienotajlinkera PCR (Mixed linker PCR)
5. Viena nukleotida polimorfisma analize (SNIP)

6. Pulsejosa lauka elektroforeze pec genoma skelsanas
ar retam restriktazem

7. Polimorfo GC bagato secibu tipesana (PGCR typing
Polymorphyc GC Rich Sequences)



- : 15S6110-Based Genotypi
Popularako e
genotipésanas g8
metozu shémas:

1.

1. Pvull R P—
restrikcijas ) -

Ch me of — T
gar_uma . M.r?:rnbﬁ'fuf:sis - O E:——
polimrofisma Strain X O
shema | © =
2. Tandémisko — 0o —
atkartojumu ;; —
genotipésanas === 0 =}
Rezultats =

. = w [ =) =

3.Spoligotipésana
H37Rv
M A B C D M A B C D M A B C D
] 16110 < 156110 probe
=H+:H:|= DR locus .L Puull sites
[ miru B> PR primers
MIRU-Based Genotyping

NEJM,18. sept.
2003,p.1149



Genotipeésanas panemiens, kurs pamatojas uz to DNS
fragmentu analizi, kuri atrodas starp tiesajiem
atkartojumiem spoligotipésana

Spoligotyping
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Spoligotipésanas un MIRU tipesanas péec 24 lokusiem
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units, MIRU typing)
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rezultati bernu un pieauguso izolatos (2011.g.)
(ar bultam atzimeti rezultati, kur MIRU un spoligotipésSanas rezultati at
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Ar RFLP genotipésanu var parliecinosi dokumentét infekcijas parnesi
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Kontaktparu Kontakts ar bérnu

Nr

Mot i4323,
T.child SH
Tnather SH

duncle s b 2
1.ehild s Hl262
23, grand-father 3 1262
23.chitd = Bl262
2.ncighbor 3 b Gl
2.child s ] i)
% fathar 3 ]k
%child s bl bk
11.relative = 8T35
11.child = BT35
3.child = B35
3.foster-father s 2135
sharand-fathar = B1254
30.child 3 81254
14.ncighbor 2 F1803
14.child s 18
H.child 3 ] bl
. morher 5 ] bt
22 Iather s ST254
2Z.child = H1254
louncle SHREEKm ®T42
1o cluild STk g LY
29 mother 3 5Ts3
29.child =

31.child = 21%3
3| foster-father = 8Ts3

Spoligotips
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DST - za]u rezistence

s — sensitivs

S — streptomicins

H - izoniazids

R - rifampicins

E — etambutols

Km - kanamicins

Z- pirazinamids

Ofx — oflokscins

Pas — p-aminosalicilskabe




Genotipésana lauj ari “reabilitet” aizdomas turetos
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No béerniem izoleto Mycobacterium tuberculosis (n=60) 1a = identisks
genotipi un to zaju rezistence (2011-2012.g.darbi)

(ar bultam atziméti izolati, kuri detalizéti izpétiti epidemiologiski)

genotips ar
kontaktu, n=34
=57%
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Epidemiologiski detalizéti izpetita un apstiprinata infekcijas

parnese no pieaugusiem uz bérniem
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Epidemiologiski detalizéti izpetita un apstiprinata infekcijas
parnese no pieaugusiem uz berniem
(visi brauca viena autobusa)
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Epidemiologiska saistiba ar infekcijas avotu
pacientiem Nr. 9 un Nr. 10

Mate (vesela) > Déls LTBI Mates masa, Infekcijas avots
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Meita 13 gadi. Paciente Nr. 9 Meita 12 gadi. Paciente nr. 10
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BDEL {71 entries) Bands, Dice (Tol 1.041%, Opt 3 .00% Ivlin area 0.0%) [1-600] TTPGIVLA
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191 izolata (pieauguso un bérnu) genotipu
salidzinajums |

*Salidzinajums ar visiem Latvija registrétiem

M.tuberculosis genotipiem , bérnu gadijuma |au;

""spriest par:

sabiediba cirkuléjosajiem genotipiem

2. atseviSku genotipu augstaku patogenitati

BlD

HY

Bl

B3

Al

(Beijing)

71 no tiem Beijing genotips - 37%
58 no tiem MDR - 82%
22 — jaunie gadijumi - 31%
49 — atkartotie - 69%

Beijing genotips
6 - bérni



BDEL (1290 entnes) Bands Dice (Tol 1.0+1% Opt 5 00%: Whin area 0.0% [1-600] UPGLLA
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Zalu rezistences petijjumi

11% ar tuberkulozi slimo bérnu cies
no multi zalu rezistentas formas



Kanamicina gadijuma ar
ribosomam saistitajos
genos mutacijas atrada

mazak neka pusei
izolatu, bet dazadas
mutacijas saistitas ar
atskirigu rezistences
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.| Resistance pattern

gene rrs region 1400 mutations

Other mutations

1 |SHREKnCapPasEth rrs A1400G -

2 Tio rrs A1400G -

3 | SHREZKnEthCap rrs A1400G -

4 | SHREKnTioEthCap rrs A1400G -

5 SHRZKn rrs A1400G -

6 SHREKnN rrs A1400G -

7 | HREZSKnCapOfiTio rrs A1400G -

8 | SHREKnPasClsEth WT rrs A513C
9 SHRKnTio WT rrs C516T
10 | SHREZPasKnEth WT rrs C516T
11 SHREZKn WT -

12 | SHREZKnEthTio WT -

13 SHEKnPas WT -

14 SHREZKn WT -

15 SHRKnEth WT -

16 TioPro WT -

17 SHREKn WT -

18 SHREZKnOf WT -

19 HREKnPasTio WT -
20 HRKnTio WT -
21 SHREZKn WT -
22 apTio WT -
23 | HREZSKnEthOfiTio WT -
24 HREZSKnOfl WT -
25 Tio WT -
26 pOfiTio WT -
27 SHR WT rrs A513C
28 SH WT -
29 s WT -
30 s WT -
31 WT -
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Zalu jutibas noteikSanas paatrinata testa imunoplates shéema.
Kanamicina «rezistences» noteiksana pie dazadam preparata
koncentracijam (Martin et al., J.Antimicrob.Chemother.2011, 66,827)



Analizetas rezistenci pret aminoglikozidiem
izraisosas mutacijas

Analizeta mutaciju klatbutne streptomicina, kanamicina, amikacina
(kapreomicina) rezistento izolatu génos :
Punktveida mutacija ribosomalas 16S RNS géna - rrs (A1400G)
eis (aminoglikozid acetiltransferaze)
rpsL (ribosomu proteins S12)
gidB (7-metilguanozin metiltransferaze)
whiB7 (eis géna promotera rajons)
tap (tap — effluksa géna promotera rajons)
Rv1877 (effluksa géna promotera rajons)
ar atskirigu rezistenci pret dazadiem aminoglikozidiem



SECINAJUMI
1. Vispareji secinajumi
2. Secinajumi péc genotipesanas datiem
3. Secinajumi par aminoglikozidu rezistenci

Infekcijas avota un béerna izolatu genoma RFLP var izmantot ka
papildus latentu tuberkulozes infekciju / aktivu tuberkulozi
apstiprinosu metodi béerniem ar neskaidru MT atradnes
interpretaciju

RFLP izmantoSsana kliniskaja prakseé dod jaunu izpratni par
tuberkulozes gaitu un aktivitati berniem

Paatrinatas molekularas zalu rezistences noteikSanas metodes
papildus lauj apstiprinat infekcijas parnesi, kontakta gadijuma
izSkirties par atraku Kimijterapiju, bet jutibas pakapes noteiksana
postulet aminoglikozidu darbibas mehanismu un iespejamu
aktivitates atjaunosanu



Nozimigakie secinajumi pec genotipesanas datiem

1) Aktiva tuberkulozes transmisija no bérna uz bérnu (t.i.bérnu darzos un
skola) ir reta, bet aprobezojas ar gimenes un socialajiem kontaktiem.

2)Molekulara genotipésana (34+7) 68 % gadijumos apstiprina kontaktu
izmeklésanas datus. TrukstosSie 32% norada uz nepiecieSamibu paplasinat
iespéjamo kontaktu meklésanu.

3) Sameéra augstais unikalo genotipu daudzums -20, kadi nav registréti
uzkrataja datu baze (~1500 izolatu, ~ 500 variantu ) norada uz nezinamiem
sabiedriba cirkuléjosiem infekcijas avotiem , jeb iespéju par arpusrobezu
infekcijas transmisiju.

4) Klasterétie genotipi (iznemot vienu -SP57) ir Latvija plasi izplatiti , bet
Beijing genotipa procents - 12% starp bérniem ir zemaks, neka starp
pieaugusajiem - 30%

5) Atseviskie kliniski neparliecinosie 5 gadijumi, kad tomer izauga
mikobakteérijas, bet kliniskie dati neparliecinosi , stimulée veikt padzilinatus
imunologiskus izmekléjumus un attiecigu novérosanu.



Aminoglikozidu rezistences peéetijumu rezultati un
secinajumi

‘Punktveida mutacija ribosomalas 16S RNS géna — rrs (A1400G) saistita ar
augstu rezistenci pret kanamicinu (MIC >100 mkg/ml), bet variablu rezistenci
pret amikacinu

Paradita vairaku citu mutaciju klatbutne streptomicina un kanamicina

rezistento izolatu génos :  eis (aminoglikozid acetiltransferaze)
rpsL (ribosomu proteins S$12)
gidB (7-metilguanozin metiltransferaze)
whiB7 (eis géna promotera rajons)
tap (tap — effluksa géna promotera rajons)
Rv1877 (effluksa géna promotera rajons)

ar atskirigu rezistenci pret dazadiem aminoglikozidiem (7,5-100 mkg/ml)

‘Mutaciju lokalizacija lauj papildus spriest par infekcijas transmisiju, bet
atskirigais rezistences limenis pie dazadam mutacijam, paplasinat
iespéjamo kimijterapijas Iidzeklu arsenalu, ka art méginat restaurét zalu
jutibu , inhibéjot effluksa mehanismus
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