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DARBE NAUDOTOS SANTRUMPOS
A — adeninas
AKM - Afrikinis kiauliy maras
AKMYV — Afrikinio kiauliy maro virusas
C — citozinas
G — guaninas
IRNR — informaciné ribonukleino riigstis
MGF — multigeny Seima (angl. multigene family)
PGR — polimerazés grandininé reakcija
rpm — apsisukimai per minut¢ (angl. repeats per minute)
T —timinas
TBE ubferinis tirpalas — tirpalas, sudarytas i$ Tris, boro ragsties ir EDTA

UV — ultravioletiné spinduliuoté



IVADAS

Afrikinis kiauliy maras — stipriai paplitusi ir didele socio-ekonoming jtaka
daugeliui Europos ir Azijos saliy padariusi kiauliy ir Serny liga. Didziausig piniging zalg patiria
Salys, kuriose didelg komercijos dalj apima kiauliy auginimo rinka. Be abejo, problema kyla ir
Zmoniy maisto racione, nes prarandant didelius kiauliy tikius netenkama ir vieno pagrindiniy
baltymy Saltinio. Ypac $i problema opi tose vietovése, kur yra sudétinga gauti kitos, pavyzdziui,
jautienos produkcijos, dél to, jog néra sglygy auginti gyviinus i$ kuriy gaunama $i mésa, be to,

ju produkcijos ciklas yra ilgesnis (Costard et al., 2009).

AKM sukeliantis virusas kelia nemazai problemy norint jj suvaldyti, nes pasiZymi
dideliu kiekiu skirtingy atmainy. Todél yra sunku atrasti veiksmingg vakcinos variantg, kuris
padéty kiauliy augintojams iSvengti protriikiy tikiuose. Tam, jog biity jvertinta AKMV formy
jvairové, labai svarbu yra iSnagrinéti geneting $iy formy variacijg. IS pradziy siam tikslui buvo
panaudotas viruso didziojo kapsidés baltymo p72 genas B646L, kuris buvo vienas pirmyjy
taikiniy bandant suprasti AKMV geneting jvairove. Pagal daling Sio geno sekoskaita,
mokslininkai i8skyré 22 galimus AKMV genotipus (Siuo metu Zinomi jau 24) ir sukiré
standartini AKMV genotipy markerj. Iki Siol tai iSlieka pagrindiniu biidu identifikuoti viruso
kilme¢ jam atsiradus naujoje teritorijoje. Norint atlikti tikslesnj genotipavimg yra naudinga
iSnagrinéti genus E183L, CP205L ir B602L. Toliau gilinantis j kitus genomo elementus,
pavyzdziui, multigeny Seimas (angl. multigene family (MGF)), matomi dar smulkesni skirtumai
tarp skirtingy izoliaty (Malogolovkin ir Kolbasov, 2019). Lenkijos mokslininkai yra atlike
kelias analizes, tyrinédami skirtingus fagmentus i§ AKMV genomo. Savo tyrimuose jie
pastebéjo nedidelius pasikeitimus gautose sekose, kurie jrodé, jog vyksta léta, taciau nuosekli

viruso evoliucija (Mazur-Panasiuk ir Wozniakowski, 2019).

Sanger sekoskaita jau kelis deSimtmecius buvo naudota identifikuoti viruso
genotipus ir atsekti viruso introdukavimo kelig i konkrec¢ig Salj, ypa¢ Afrikoje, kuriai biidingas
didelis genotipy iSsibarstymas. Pirmoji pilno AKMV genomo seka, gauta Ispanijoje is lasteliy
kultiiroje uzaugintos atmainos BA71V, taip pat buvo nusekvenuota naudojant Sanger
sekoskaitg. Véliau buvo paskelbtos dar kelios genomy sekos, gautos panaudojant tg patj
metoda, o nuo 2009 mety pasirode jrasai, gauti pasitelkiant naujos kartos sekoskaitos jrankius.
Vis délto trumpiems genomo fragmentams Sanger sekoskaita vis dar yra tinkama. (Forth et al.,
2019). Todél sio darbo pagrindiné vizija yra panaudoti Sanger sekoskaitos metodika siekiant
suprasti AKMYV jvairoveg.



Darbo tikslas

ISanalizuoti Lietuvoje cirkuliuojan¢io Afrikinio kiauliy maro viruso fragmento

MGF505-10R nukleotidy seka ir palyginti ja su kitomis viruso atmainomis.
Uzdaviniai:

1. Parinkti optimalias PGR salygas: istirti pradmeny specifiSkuma, nustatyti tinkamiausia

pradmeny prilydimo temperatiirg ir reakcijos miSinj.

2. Jvykdyti Lietuvoje cirkuliuojancio Afrikinio kiauliy maro viruso fragmento MGF505-
10R Sanger sekoskaita.

3. Surasti iki $iol zinomas Afrikinio kiauliy maro viruso atmainy geny sekas.

4. Atlikti Lietuvoje cirkuliuojan¢ios atmainos palyginimg su kitomis rastomis sekomis.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 AKM viruso strukttira

Afrikinj kiauliy marg sukelia didelis virusas, turintis dvigrande DNR ir
besireplikuojantis makrofagy citoplazmoje (Sanchez-Cordén et al., 2018). Virusas priklauso
Seimai Asfarviridae ir yra vienintelis Sios Seimos ir genties Asfivirus atstovas (Schulz et al.,
2017). Asfarviridae sSeima  priklauso nukleocitoplazminiy dideliy DNR virusy (angl.
nucleocytoplasmic large DNA virus (NCLDV)) grupei, kurig sudaro genetiSkai ir strukttiriSkai
sudétingi eukariotiniai virusai. AKMV genomas turi dvigrand¢ DNR molekule, susidedancig i$
170-190 kbp ir turin¢ig 151-167 atviro skaitymo rémelius, priklausomai nuo atmainos (Alejo et
al., 2018).

AKM virusiniy geny transkripcija yra stipriai reguliuojama déka keturiy skirtingy
klasiy informaciniy RNR molekuliy. Fermentai, reikalingi DNR replikacijai, ekspresuojami
iSkart po viruso patekimo j citoplazmg. (Inmaculada Galindo ir Covadonga Alonso, 2017).

Proteominés analizés metu buvo identifikuoti 68 viruso baltymai, kurie apimé
39% genomo koduojancios dalies. Jiems priklauso daugybe struktiiriniy komponenty, taip pat
fermentai ir virusinéje transkripcijoje dalyvaujantys faktoriai (Alejo et al., 2018).

Naudojant  pavieniy daleliy cryo-EM metodg buvo charakterizuota
ekstralgstelinés subrendusios AKMV dalelés ir homotrimeriniy p72 baltymo kapsomery 3D
struktiira. Tyrimas parod¢, jog AKM virionas turi dvi atskiras ikosaedrines proteinines kapsides
ir dvi lipoproteinines membranas (Paveikslas 1.). ISorin¢ kapsidé turéjo pleomorfinj iSorinj
voka ir buvo organizuota ] trisimetrus ir pentasimetrus, sudarytus i§ p72 baltymo (Andrés et al.,
2020). p72 baltymas yra pagrindinis kapsomery komponentas ir sudaro 33% Vvisos viriono
masés (Revilla et al., 2018). Lygiagre¢iai iSorinés kapsidés yra ikosaedrinés struktiiros
membrana, uzdaranti vidine kapsidg, kurios pseudoheksameriniai kapsomerai sudaro T = 19
heksagonine gardele (Andrés et al., 2020). Toks vokas pro elektronini mikroskopg atrodo kaip
vienasluoksn¢ lipidiné membrana. Sis sluoksnis susiformavo i§ endoplazmino tinklo ir yra
sudarytas i§ virusiniy baltymy p54, p17 ir p12 (Revilla et al., 2018). Vidiné kapsidé, sudaryta
i§ produkty, gauty i§ AKMV poliproteiny pp220 ir pp62, apsupa viding Serdj ir DNR turintj
nukleoida (Andrés et al., 2020). Vidiné Serdis taip pat viduje turi DNR suriSantj baltyma p10.
Be to, S$is sluoksnis regulivoja elementus, reikalingus ankstyvosios IRNR sintezei:

transkripcijos mechanizma, poly(A) polimerazg ir dengiamajj baltyma (Revilla et al., 2018).
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Genetinio AKM viruso genotipavimo ir subtipavimo strategijos savo tikslui
pasiekti naudoja tandeminiy seky pasikartojimus $iy baltymy genuose: p72 (B646L), p54
(E183L), geno B602L centriniame variabiliajame regione (CVR) ir intergeniniame regione tarp
I73R ir 1329L (Farlow et al., 2018; Malogolovkin et al., 2015). Tyrimai identifikavo maziausiai
23 atskirus genotipus. Europoje yra paplit¢ genotipai I ir IT. Genotipas | vyravo kaip pagrindinis
genotipas vakary ir centrin¢je Afrikoje ir buvo introdukuotas Europoje 1957 ir 1960 metais.
Genotipas II vyravo ryty Afrikoje ir | Europa pateko per Gruzija 2007 metais (Sanchez-Cordon
et al., 2018).

Dabar naudojami AKM markeriais paremti tyrimai padeda suprasti genetinj
atskyrimg tarp izoliaty, taCiau didesnio tikslumo genominiai palyginimai galéty pagerinti
epidemiologing kontrole. Stipriai jauciamas tiek artimy endeminiy kamieny, tiek
intraepideminio perdavimo metu sugeneruoty kamieny pilno genomo duomeny tritkumas. 2018
metais buvo zinomas tik vienas pilnas AKMV genomas — G-2007/1. Nusekvenavus dar du
genomus — G-2008/1 ir G-2008/2, tarpusavyje jie buvo atskirti radus skirtumus septyniuose
genuose, tarp jy MGF 110-1 L, X69R, MGF 505-10R, EP364R, H233R, E199L, ir MGF 360-
21R (Farlow et al., 2018).

2018 metais Lenkijos mokslininkai nuskaité pirmg pilng AKMV genomg i$
Lenkijoje auginamy individy. Gautos B646L ir E183L geny sekos parodé, kad virusas priklauso
IT genotipui. Centrinio variabilaus regiono (CVR) genetiné analizé¢ B602L gene parodé unikaliy
aminortig§¢iy tandeminiy seky pasikartojimus, kurie nebuvo matomi kamienuose,
cirkuliuojan¢iuose Kaukazo regione ir Rusijoje nuo 2007 mety. Taip pat, tiriant intergeninio
regiono (IGR) seka, apimanéig regiong tarp I73R ir 13329L genus koduojan¢iy atvirojo
skaitymo rémeliy, pastebéta 10 nukleotidy (GGAATATATA) insercija, kurios néra Rusijos ir
Gruzijos kamienuose. Tokia pati mutacija rasta ir sekose i§ Ukrainos (Ukrl2/Zapo),
Baltarusijos (Bel13/Grodno) ir Lietuvos (Lt14/1490). Tokia mutacija rodo AKMV izoliaty,

cirkuliuojan¢iy Europoje, molekuling evoliucija (Mazur-Panasiuk et al., 2019a).



Virusas gali nepriklausomai nuo Seimininko lgstelés mechanizmo inicijuoti
transkripcinius procesus ir koduoja apie 20 geny, kurie, kaip manoma, yra svarbiis iRNR
modifikacijoje ir transliacijoje. Yra Zinoma, jog virionas turi nuo DNR priklausanc¢iag RNR
polimeraze, susidedancia i§ keliy subvienety ir galin¢ig kontroliuoti virusiniy geny ekspresija
priklausomai nuo laiko. DidZioji dalis ankstyvyjy geny priklauso multigeny Seimai (MGF)
(Revilla et al., 2018).

Afrikinio kiauliy maro viruso genomo ilgis varijuoja dél genomo galuose esanciy
penkiy multigeniniy $eimy (MGF) geny insercijy ir delecijy. Siy MGF geny funkcija néra iki
galo aiski, jie taip pat nerodo panaSumo su kitais Zinomais genais. Vis délto, buvo pasitlyta,
kad genai Seimose MGF360 ir MGF505 (dar vadinamoje MGF530) yra svarbiis nulemiant
Seimininko pasirinkimag ir taip pat dalyvauja interferono (IFN) indukcijos inhibicijoje (Golding
et al., 2016; Netherton et al., 2019; Zsak et al., 2001).

1.2 AKM viruso paplitimas pasaulyje

Afrikinis kiauliy maras pirmg karta buvo diagnozuotas Kenijoje 1910 metais
(Inmaculada Galindo ir Covadonga Alonso, 2017). Dél skirtingy perdavimo biidy, tame tarpe
del apkrésty maisto atlieky, patenkanciy i§ Afrikos lektuvy ir laivy, taip pat dél erkiy pernesimo,
liga greitai pateko j Europg. Nuo 1960 mety liga apémé Ispanijg ir Portugalija bei kelias Kitas
vakary Europos Salis, taciau rezultate AKM i§ Europos buvo iSnaikintas 1995 metais (Schulz
et al., 2017). Vienintelé vakary Europos $alis, kurioje liga nebuvo numalSinta nuo 1978 mety
iki pat dabar, yra Sardinija (Martinez-Lopez et al., 2015). Antroji ligos banga 2007 metais
keliavo per Gruzija, kuri tapo viruso plitimo pradiniu tasku, i§ kurio virusas pateko j kitas ryty
Europos salis: Rusijos federacijg (2008 m.), Ukraing (2012 m.), Baltarusijg (2013 m.), Lietuva
(2014 m.), Latvija (2014 m.), Estija (2014 m.) Vengrija (2018 m.), Cekija (2017 m.), Rumunija
(2017 m.), Bulgarija (2018 m.), Moldova (2018 m.) ir Belgija (2018 m.). Sis viruso
jsitvirtinimas tarp naminiy kiauliy ir Serny buvo lemtas apleistinumo vykdant uzkrato

prevencija (Cwynar et al., 2019).

2013 metais Lietuvos nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo
institutas (NMVRVI), istyres 10 430 méginiy i§ Serny, nepatvirtino AKM buvimo Lietuvoje.
Vis délto Lietuvos nacionaliné maisto ir veterinarijos tarnyba atliko laboratoring analiz¢ 2014
mety sausio 24 d. ir tuomet patvirtino pirmus teigiamus AKM atvejus dviejose Serny gaiSenose.
Pirmoji gaiSena rasta 40 km nuo Baltarusijos Sienos, o antroji 5 km atstumu nuo sienos
(Paveikslas 2.). Abu atvejai buvo patvirtinti Europos Sajungos Afrikinio kiauliy maro
Referentinés laboratorijos ir parodé¢ 100% sekos homologija su Baltarusijoje esan¢iu AKM

viruso tipu. Sis pastebéjimas leido susieti viruso cirkuliacija su laukiniy $erny migracija. Dar



vienas AKM atvejis aptiktas 2014 mety liepos 24 d. didelé¢je naminiy kiauliy fermoje,
auginanc¢ioje 19 137 gyviinus. Ukis laikési auksty biosaugos reikalavimy ir, kadangi buvo
Ignalinos ir Utenos regionuose, mazdaug 170 km nuo pirmyjy Lietuvos AKM atvejy Sernuose,

leido teigti, kad prie ligos plitimo prisidéjo Zzmogus (Cwynar et al., 2019; Gallardo et al., 2014).
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Epidemiologiné AKM situacija tapo didele problema Lietuvai ir kitoms ES
Salims. Padidéjus; AKM atvejy skaiciy galéjo lemti kelios priezastys, tame tarpe kiauliy fermy
iSsidéstymas, intensyvi kiaulienos produkcijos gamyba ir laukiniy Serny populiacija. Didesné
dauguma naminiy kiauliy populiacijos Lietuvoje (60%) auginama dideliuose auginimo
centruose, kuriose uztikrinamos aukstos biosaugos sglygos. Mazyjy fermy sektorius, apimantis
25% naminiy kiauliy populiacijos, ir apie 9% kiauliy, auginamy savo reikméms, yra vietos, kur
AKM uzkrato rizika yra didelé. Nuo pirmojo protrikio Lietuvoje 2014 mety sausj iki 2019 mety
buvo patvirtinti 405 AKM atvejai tarp naminiy kiauliy ir $erny. Sie atvejai jtraukti j 108

oficialias pasaulinés gyviiny sveikatos organizacijos ataskaitas (Cwynar et al., 2019).

2018 mety rugpjucio 3 dieng pirmasis AKM protrikis paskelbtas ir Kinijoje,
Shenyang mieste. Pra¢jus keliems ménesiams uZfiksuoti jau 33 AKM atvejai astuoniose Salies
provincijose. Nors viruso geny seka yra labai panasi | seka, iSplitusia pro Gruzija 2007 metais,
vis delto tiksli viruso kilmé lieka neaiSki. Spéliojama, kad liga galéjo biiti introdukuota j Kinija

i$ ryty Europos nelegaliai gabenant kiaulieng (Wang et al., 2018).
1.3 AKM viruso perdavimas

Pagrindinis infekcijos plitimo kelias tarp kiauliy yra oro laseliniu biidu nuo kity

kiauliy ar uzkrésty tikio bei medzioklés priemoniy (Cwynar et al., 2019). Taip pat kiauléms liga
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perduoti gali Sernai. Kiti perdavimo keliai apima kiaulienos gaminius, paSarg, atliekas,

uzkréstas virusu, galimi perne$éjai yra ir erkés (Ornithodoros sp.) (Cwynar et al., 2019).

Afrikos tapyrai dazniausiai neparodo AKM ligos simptomy, taciau gali tarnauti
kaip tarpiniai viruso Seimininkai ir perduoti jj naminéms kiauléms. Eksperimentinése salygose
naminéms kiauléms virusa sékmingai perdavé ir Potamochoerus genties laukinés kiaulés
(Netherton et al., 2019; Penrith ir Vosloo, 2009).

Nuo epidemijos pradzios 2007 metais iki pirmo atvejo Europos Sajungos ribose
2014 metais buvo stebéta, jog didzioji dalis infekcijy budinga kiauliy fermoms su zemais
biosaugos reikalavimais. Todél manyta, kad liga turéty savaime iSnykti Serny populiacijoje, vos
tik susirgimas bus sukontroliuotas kiauliy populiacijoje (Chenais et al., 2019). Vis délto
Lenkijos ir Baltijos 3aliy patirtis parodé, jog tokia hipotezé buvo klaidinga. Siose vietovese
infekcija persistavo Serny populiacijoje ir toliau plito nepriklausomai nuo protriikiy naminiy
kiauliy tikiuose (Sanchez-Cordon et al., 2018).

Pastebéta, kad be Ornithodoros genties erkiy, virusg taip pat savo organizme gali
iSlaikyti ir Stomoxys spp. musés. Tikétina, kad jos perduoda liga fikio viduje, bet nepernesa
viruso i§ vienos fermos j kitg. Vis délto iStyrus Stomoxys muses, surinktas i§ AKM paveikty
tkiy Lietuvoje, rezultatai po PGR testo buvo neigiami. Taip pat buvo manyta, jog AKMV
galéty buti perduodamas ir vandeniu, taCiau tai mazai tikétina, nes viruso daleliy skaicius
stipriai prasiskiedZia ir jo tiesiog neuztenka susidaryti infekcinei dozei, kuri AKM ligos atveju
yra pakankamai didelé. Tyrimai su grauzikais 1§ AKM paveikty tikiy parodé neigiamg rezultatg,
jrodant, jog Sie gyvinai ligos sukeléjo taip pat neperduoda (Guinat et al., 2016; Penrith and
Vosloo, 2009).

Didele jtakg AKM plitimui turi zmogus (Wozniakowski et al., 2016). Be to, jog
Seimininkai perkelia kiaules ar jy produkcijg dideliais atstumais, taip sukeldami galimybg
Viruso patekimui j kitas 8alis, jie taip pat sékmingai pernesa virusg patys judédami i§ uzkrésty
viety i Svarias. Tokiu biidu ligos sukeléjas perkeliamas kartu su tkio ir medzioklés padargais,
kurie turéjo salytj su sergan¢iy gyviiny krauju, seilémis ar ekskrementais (Chenais et al., 2019).

Pavojingiausias laikas ligos perdavime yra inkubacinis laikotarpis, kuris tesiasi
apie 48 valandas pries pasireiskiant pirmiesiems simptomams, nes tuo metu susirgimas gali biiti
sekmingai perduodamas kitiems individams. Taip pat didele tikimybé perduoti liga yra ir
prasidéjus simptomams, kai kraujyje ir kituose sekretuose randamos didelés viruso
koncentracijos (Penrith ir Vosloo, 2009). Net ir pasveikusios kiaulés dar maZiausiai ménesj gali
perduoti ligos sukeléja (Eblé et al., 2019; Gallardo et al., 2015b).

Kadangi virusas turi savybg¢ ypatingai ilgai iSgyventi baltyminéje aplinkoje, mésa
i§ paskersty ar nugaiSusiy uzsikrétusiy gyviiny veikia kaip stiprus ligos Saltinis (Taylor et al.,
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2020). Virusas yra pakankamai atsparus aukstoms temperattiroms, jj galima inaktyvuoti nebent
paveikus 60 °C temperatiira apie 20-30 min. (Bellini et al., 2016). Todél Sviezia, Saldyta,
rukyta, siidyta ir dziovinta kiauliena gali turéti pakanakama kiekj viruso tam, kad susidaryty
infekciné dozé (Penrith ir Vosloo, 2009). Biitent tokiu bidu per mésg liga pateko j Europa, kai
AKMV uzkréstos kiaulienos atlickos i§ laivy buvo suSertos vietinéms kiauléms (Mazur-
Panasiuk et al., 2019b).
1.4 Ligos vystymasis

paraudusig oda, vanguma, apetito praradimg, akies junginés uzdegima, vémimga, viduriavima,
padaznéjus] kvépavimag ir pulsg, persileidimus, cCianoze¢ ir koordinacijos sutrikimus.
Priklausomai nuo viruso atmainos, mirtingumas gali varijuoti nuo 3 iki 100 %. Dazniausiai
AKM infekcija yra lydima leukopenijos ir trombocitopenijos, bet ligos sunkumas gali varijuoti
priklausomai nuo viruso atmainos virulentiSkumo ir Seimininko. Virusas gali biiti randamas
visose kraujo frakcijose, taciau 90% vis délto asocijuoti su eritrocitais (Blome et al., 2013).

Tyrimais nustatyta, jog AKM virusas ] kiauliy lasteles patenka makropinocitozés
budu (Karger et al., 2019). Siam procesui reikia natrio/protony keitiklio, EGFR aktyvacijos,
PI3K ir Pakl kinaziy fosforilinimo kartu su Rho-GTPazés Racl aktyvacija. AKM viruso
patekimas apima iSorinio voko suardyma, kapsidés suardyma ir vidinio voko susiliejimg pries
tai, kai viruso Serdis gali bati paleidziama i§ endosomos (Revilla et al., 2018).

Stuburiniuose Seimininkuose virusas replikuojasi vienbranduoliy fagocity
sistemos lgstelése, pagrinde monocituose ir makrofaguose, nors gali biiti uzkrésti ir keli kiti
Igsteliy tipai, ypa¢ vélesnése ligos stadijose (Dixon et al., 2019). Kauly ¢iulpy ir kraujo
monocitai yra maziau jautriis in vitro infekcijai nei alveoliniai makrofagai. Bendrai tariant,
lastelés su auksStesniu subrendimo lygiu, ekspresuojancios auksStesnius lygius specifiniy
makrofagy markeriy ir SLA II antigeny buvo jautresnés AKM infekcijai. Imunohistocheminiai
tyrimai parodé, kad infekcija pradzioje pasireiSkia limfmazgiy ir bluznies limfmazgiy
monocituose ir makrofaguose, véliau infekuojami megakariocitai, tonziliy epitelinés lgstelés,
hepatocitai, inksty ir endotelinés lastelés. Naujagimiuose parSiukuose pirminé viremija
pasirodo 8 valandos po infekcijos, o antriné viremija detektuojama 15-24 valandos po
infekcijos. Po 30 valandy virusas jau randamas beveik visuose organuose. Viremijos eigoje
hemadsorbciniai viruso izoliatai randami prie eritrocity, taip pat prie limfocity ir neutrofily. In
vivo matoma hemadsorbcija kepeny sinusoiduose, limfiniuose sinusuose ir raudonojoje
bluznies pulpoje. Kepenyse be Kupferio lasteliy infekcijos dar matoma eritrofagocitoze,
hemadsorbcija ir limfocity prisijungimas. Kupferio lasteliy ir sinusoidiniy cirkuliuojanciy

lasteliy kiekis didéja ir aktyvuojama IL-la, TNF-a ir IL-6 ekspresija. Kiaulés, infekuotos
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AKMYV kencia nuo stiprios limfopenijos, kurig lemia limfocity apoptozé, taip pat indukuota
infekuoty makrofagy. Dél to nukencia CD4+ T-helperiniy lasteliy ir CD8+ citotoksiniy T-
lasteliy skaicius (Blome et al., 2013). Matoma ir dendritiniy lgsteliy infekcija, kuri gali buti
siejama su humoraliniu imuniniu atsaku (Dixon et al., 2019). Taip pat aprasytos ir chroninés
AKM formos, galin€ios turéti autoimuninj komponentg ir tokiy organy kaip inkstai, plauciai ir
oda imuniniy kompleksy suardymas gali sukelti Zalg organizmui (Sanchez-Cordon et al., 2018;
Sanchez-Vizcaino et al.).

Aktyvuoti monocitai ir makrofagai iSskiria jvairius mediatorius, tokius kaip
uzdegiminiai citokinai IL-1, IL-6 ir TNF-o. Sie citokinai gali sukelti uzdegima, endoteliniy
lasteliy aktyvacijg ir apoptoze. Ypatingai svarbus yra TNF-a, galintis sukelti kraujagysliy
pokyCius (vazodilitacijg ir padidéjus; laidumg) ir moduliuojantis kraujagysliy endotelio
aktyvacijos statusg. Be to, TNF-a dalyvauja apoptozés kontroléje (Blome et al., 2013).

Apoptotinés lgstelés randamos 2-4 dienos po infekcijos, pagrinde bluznyje ir
limfmazgiuose, o nuo trecios dienos po infekcijos randama ir uzkriicio liaukoje. Priklausomai
nuo skirtingy AKMV atmainy, Igsteliy degradavimo lygis skiriasi. Buvo pastebéta, kad
sveikstanciose kiaulése virusas iSliko limfmazgiuose ir tonzilése iki 48 dieny po infekcijos.
Ligos sukeléjas buvo jsitvirtings lgstelése, supamose apoptotiniy limfocity (Blome et al., 2013).

Inkstai be kity organy taip pat patiria patomorfologinius pokycius, tame tarpe ir
hemoragijas. AKMV replikacija mezangialinése lastelése ir inksty surenkamyjy kanaléliy
epitelinése lgstelése paaiskina, kodél virusas gali biiti randamas ir Slapime (Blome et al., 2013).

Be monocity ir makrofagy destrukcijos limfiniuose organuose 3 dienos po
infekcijos, tuo pat metu taip pat pastebimos ir pirmosios hemoragijos (Sanchez-Vizcaino et al.).
Stiprios hemoragijos pasireiSkia gastrohepatiniuose ir inksty limfmazgiuose. Taip pat
pasireiskia kapiliary endoteliniy lgsteliy aktyvacija ir padidéjes fibrinolitinis aktyvumas, kurio
eigoje padidé¢ja fibrino monomery kiekis. Kartu su AKM infekcija pastebima ir
trombocitopenija. Kiaulése, i§gyvenanciose pirmas infekcijos savaites, antikiinais padengty
leukocity degranuliacija per¢jo 1 antring trombocity agregacija ir vazoaktyviy aminy i§skyrima.
Paveikiama ir koaguliacijos sistema, stebimas aktyvuoto dalinio tromboplastino laiko (angl.
activated partial thromboplastin (aPTT)), protrombino laiko (angl. prothrombin time (PT)) ir
trombino kre$éjimo laiko (angl. thrombin clotting time (TCT)) uZdelsimas 4 dienos po
infekcijos. Nepriklausomai nuo PTT ir PT, sumazéjo koaguliacijos faktoriy lygiai plazmoje.
aPTT yra jprastinio koaguliacijos kelio markeris, kuris daZnai paveikiamas DIC sindromy, o
padidintos PT reik§més parodo nebiidingo koaguliacijos kelio jtraukimg. Galiausiai pastebétas
ir C-reaktyvaus baltymo, sreumo amiloido A ir haptoglobino koncentracijos padidéjimas,

prasidedantis 3 dienos po infekcjos (Blome et al., 2013; Sanchez-Vizcaino et al.). Dazniausiai
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Sie staigios fazés baltymai yra sintetinami hepatocity stimuliuojant citokinams, ypa¢ TNF-q,
IL-1ir IL-6. Staigios fazés atsaka taip pat gali indukuoti Kupferio Iastelés (Correia et al., 2013).

AKMYV koduoja ne vieng baltyma, atsakingg uz pirminio imuninio atsako, tame
tarpe |1 tipo interferono (IFN-I), pagrindinio ativirusinio atsako elemento, inhibicijg (Dixon et
al., 2019). Sekretuojami I tipo interferonai aktyvuoja signalinj kelig infekuotose ir kitose
lastelése, kurio pasekoje vykdoma daugiau nei 300 interferono stimuliuoty geny transkripcija.
Tokiy geny koduojami baltymai indukuoja antivirusing biseng blokuodami viruso replikacijos
ciklg arba aktyvuodami jgimto ir adaptyvaus imuninio atsako komponentus. Pavyzdziui, Mx
baltymai atskiria viruso replikacijos faktorius taip neleisdami efektyviai replikuotis. IFITM
baltymai apsunkina viruso patekimg inhibuodami membranos laidumg (Netherton et al., 2019).
Manoma, jog MGF genai atlieka svarby vaidmen; atsakant j tokj jgimta imuninj mechanizmg
(Reis et al., 2016). Istyrus iki tol konkreciai funkcijai nepriskirtus AKMV genus, nustatyta, kad
A276R genas, priklausantis MGF360 Seimai, stabdo IFN-B indukcija panaudojant TLR3 ir
citozolinj kelig. A528R inhibavo NF-«B irr IRF3 dalis IFN I signaliniame kelyje. Genas 1329L
yra funkcinis virusinis TLR3 homologas, stabdantis IFN indukcijg per TRIF lygj. Taigi Sie
genai mazina IFN atsakg paveikdami skirtingas vidulgstelinio signalo perdavimo dalis (Correia
et al., 2013).

Dar vieni imuninio atsako reguliatoriai AKM atveju yra citokinai, tiksliau
dvidesimt keturi jy atstovai, kuriy ekspresija stipriai skiriasi lyginant infekuotus ir sveikus
makrofagus. DvideSimties i$ jy lygis padidéjo, keturiy — sumazéjo (Zhu et al., 2019).

1.5 Imunitetas AKM virusui ir vakciny kiirimas

Afrikos tapyrai ir Ornithodoros spp. erkés yra AKMV S$eimininkai, kuriuose
virusas persistuoja, bet nesukelia ligos. Tuo tarpu, jei yra uzkre¢iama kiaulé arba Sernas, virusas
gali laisvai sklisti net nesant kontakto su erkémis kaip vektoriais (Guinat et al., 2016). Ligos
sukeléjas gali replikuotis ir krimyninése kiaulése (Potamochoerus larvatus), taciau kaip ir
tapyry atveju, klinikiniy ligos simptomy néra (Wozniakowski et al., 2016). Sios kiaulés,
Potamochoerus larvatus, parodé viruso titrus, §imta karty Zemesnius uz paprastai matomus
naminése kiaulése. Viruso replikacija audiniuose taip pat maZzesné ir, nors B-lasteliy apoptoze
limfmazgiuose yra pastebima, ji néra tokia stipri, kaip naminése kiaulése. Kitos struktiiros
nebuvo paveiktos (Sanchez-Vizcaino et al.). Nagrinéjant Afrikos tapyry sgveikg su AKMV ir
atlikus serologinius testus nustatyta, jog infekcijos daznis gyviiny populiacijoje daznai yra
didesnis nei 80%, taciau viremija suaugusiuose tapyruose yra reta, paprastai virusas neplinta
toliau nei limfmazgiai. Vis délto naujagimiy gyviiny organizme viremija randama. Zemo lygio
viremija laikosi kelias savaites. Sis laikas gali biiti labai svarbus infekcijai patenkant j erkiy

organizma (Netherton et al., 2019).
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Kiaulés, persirgusios AKM jgyja stipry imuniteta, taip jrodydamos, kad jmanoma
sukurti efektyvig vakcing pries $ig liga (Revilla et al., 2018). Kelios mokslininky grupés
stengési sukurti AKM vakcinos technologija. ISbandyti inaktyvuoti virusai, rekombinantiniai
baltymai ir peptidai, DNR vakcinos ir susilpninto viruso vakcinos, taciau veiksmingo ir saugaus
varianto vis dar nerasta (Sang et al., 2020).

Susilpnintos AKMV atmainos sukélé imuninj atsaka, kuris leido susiformuoti
ilgalaikiam atsparumui homologinéms (to paties varianto), bet ne heterologinéms viruso
atmainoms (Avrias et al., 2017). Sis atsparumas sietas su virusui specifiniy T lasteliy atsaku.
Taciau susilpninto AKMV vakciny variantai sukélé tam tikrus Salutinius efektus, pvz.: zaizdas,
kar$¢iavima, viremija, hipergamaglobulemijg ir/arba sanariy tinima (Revilla et al., 2018). Taip
pat pastebéta, jog vakcinos gali sukelti chroning arba persistuojancig infekcijg. Galiausiai
sunkumy sukelia ir stabilios lgsteliy linijos vakcinos produkcijai trikumas, nes AKMV
geriausiai replikuojasi pirminiuose monocituose ir makrofaguose (Gaudreault ir Richt, 2019).

Atlikus tyrimus su visiSkai iSveiklintu virusu nustatyta, jog nesusidaro joks
imunitetas, nei homologinei, nei heterologinei viruso atmainai. Tuo tarpu bandant perkelti
antikiinus 1§ AKMV infekuoty kiauliy i sveikas buvo pastebéta, jog Sie antikiinai apsaugo
kiaules nuo mirtinos AKMV atmainos (Revilla et al., 2018).

Antigenais ir DNR paremtos subvienety vakcinos parodé¢ taikininj veiksminguma
su maziau paSaliniy efekty ir didesniu saugumu lyginant su gyvo arba iSveiklinto viruso
vakcinomis. Keli imunogeniski AKMV baltymai buvo identifikuoti ir iStirti aiSkinantis jy
reik§me apsaugoje nuo AKM (Gaudreault ir Richt, 2019). Tarp Siy baltymy yra baltymai p54
ir p30, kurie dalyvauja jvairiuose viruso prisitvirtinimo ir patekimo j Igstele zingsniuose. Deja,
imunizacija panaudojant subvienety vakcinas, paremtas rekombinantiniais p54 ir p30
baltymais, ekspresuotais bakulovirusuose, neapsaugojo nuo virulentinio AKMV kamieno.
Panasiai ir panaudojus vakcinas, paremtas baltymais p30, p54, p22 ir p72 ir ekspresuotas
bakulovirusuose, neiSgautas atsparumas prie$ virulentini AKMV, nors ir buvo susiformave
neutralizuojantys antikiinai. Todél kilo abejoniy dél antikiing reguliuvojamo AKMV
neutralizavimo efektyvumo (Revilla et al., 2018). Buvo atlikti dar keli bandymai, siekiant atrasti
veiksmingga mechanizmg vakcinoms. Deja, bet apibendrinus buvo nustatyta, jog DNR ir
peptidais paremtos vaikcinos, nors ir indukavo specifinj antivirusinj atsaka, paremta
neutralizuojanciais antikiinais arba virusui specifinémis T-lastelémis, tac¢iau nesusidaré jokia
apsauga, arba susidariusi apsauga buvo tik daliné, paveikus vakcinuotas Kiaules virulentine
AKMYV atmaina (Arias et al., 2017).

Kolkas yra manoma, jog gyvo susilpninto ligos sukel¢jo vakcinos (angl. live

attenuated vaccine (LAV)) yra daugiausiai vilties teikianti apsauga nuo AKM viruso, taciau
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jos neapsaugo nuo heterologiniy viruso atmainy, taip pat sukelia pasalinj poveikij, todél reikia
atlikti daug tyrimy, jog Sios klititys biity paSalintos. Be LAV, taip pat placiai aptariamos
subvienety vakcinos, kurios nesukelia pasalinio poveikio, bet suteikia tik daling apsauga nuo
viruso (Arias et al., 2017). Todél, norint ateityje sukurti efektyvia ir saugig LAV ir subvienety
vakcing, reikia identifikuoti virulentiSkumo genus ir atsakomuosius imuninio atsako
komponentus. Taip pat reikia i$samiai iSanalizuoti molekulinj viruso mechanizma, kuriuo
moduliuojama Seimininko imuniné sistema, iSsiaiSkinti AKMV baltymy reikSme apsaugoje ir
imunopatologijoje ir suprasti jgimtos ir jgytos imuninés sistemos indélj j ligos sukeléjo
nukenksminima (Revilla et al., 2018).

2017 metais Latvijos mokslininkai iSbandé¢ pirmaja oraling Serny vakcinacijg.
Imuninio atsako sukélimui jie naudojo ne modifikuotg virusg, o natiiraly, cirkuliuojantj
gamtoje, taciau turint] mazesnj virulentiSkumg. Rezultatai parod¢, jog Sernai buvo apsaugoti
nuo ligos, o pasaliniai simptomai buvo neryskis, pasireiske tik Siek tiek padidéjusi temperatiira.
Tiesa, §i vakcina apsaugo tik nuo II genotipo AKMV atmainos, taiau tai gali buti pagrindas
tolimesnei vakcinos gamybai (Barasona et al., 2019).

1.6 Prevencija

Kadangi AKM protriikio atveju komercinés kiauliy auginimo fermos patiria
didele zalg ekonominiu ir gyviiny gerovés atzvilgiu, tokie tikiai imasi itin griezty biosaugos
priemoniy. Visy pirma yra iSskiriamos $varios ir uzterstos patalpos, jrengiami persirengimo
kambariai ir duSai. Taip pat priziirimas naujy gyviiny jvezimas. Jei jmanoma, transporto
priemonés turéty nepatekti j auginimo patalpg, taip pat vezéjai neturéty kontaktuoti su iikio
darbuotojais ar gyviinais. Po kiekvieno naudojimo, pervezimo priemonés yra dezinfekuojamos.
Visi fermos gyvinai identifikuojami. Kiekvienas gimimas, mirtis, gyviino judéjimas i arba |
tikj turi buti registruojamas tam, jog protriikio atveju biity galimas atsekamumas. Turéty biiti
vykdomi ir periodiniai vidiniai auditai, savijsivertinimai. Galy gale turi biiti uztikrinamas
tinkamas kritusiy gyviiny ir atliecky pasalinimas (Jurado et al., 2018).

Naminiai kiauliy tikiai, turintys Zemg biosaugos lygi yra vienas pagrindiniy
veiksniy viruso plitimui. Siame sektoriuje yra jprasta maitinti kiaules virtuvés atliekomis, o
iprastas biosaugos metodikas yra gana sunku jvesti dél minimalaus €Sy investavimo i} tokia
sistemg (Cwynar et al., 2019). Vis délto net ir namy tkiuose galima laikytis tam tikry
prevenciniy priemoniy, kurios galéty efektyviai sumazinti AKM viruso plitimo rizikga. Tokios
priemonés yra: jokio maitinimo pamazgomis; vengimas maitinti gyviinus SvieZiu pasaru,
surinktu i§ AKM paveikty viety; kiauliy pirkimas tik 1§ patikimy ir sertifikuoty Saltiniy; gyviiny
laikymas uZzdarai tvarte; zmoniy, patenkanciy j tvartg ribojimas; Zmoniy, turinciy kontakta su

gyviinais, apriipinimas drabuziais ir avalyne, kuri biity naudojama tik dirbant; maisto neSimosi
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1 aptvarg ribojimas; ranky plovimas prie§ ir po lankymosi garde; efektyviy dezinfektanty
naudojimas prie jéjimo ] tvartg; taisyklingas gaiSusiy gyviuny ar jy daliy utilizavimas;
uztikrinimas, jog Serny ar jy daliy nebus tvarte su kiaulémis; vengimas lankyti kitas kiauliy
fermas (Bellini et al., 2016; Jurado et al., 2018).

Biosauga laisvai besigananc¢iy kiauliy sistemose yra praktiskai nejmanoma, ypac
endeminiuose regionuose, kur ganyklos yra jprastas auginimo biuidas (pvz.: komunalinése
ganyklose Sardinijoje ar viesuose miSkuose Gruzijoje ir Arménijoje). Toks laisvai besigananciy
kiauliy auginimas turéty buti uzdraustas dél galimybeés, jog skirtingi kiauliy buriai gali susitikti
ir perduoti liga, be to, galimas kontaktas su Sernais. Kiti galimi veiksmai, be draudimo, yra
gyviiny atskyrimas ir pasaro kontrol¢. Taip pat rekomenduojama ir patvarus zonos aptveérimas
vienguba ar dviguba tvora (Bellini et al., 2016; Jurado et al., 2018).

Medzioklé yra leidZiama daugumoje Siaurés-Ryty Europos misky ir Sernai yra
viena daZniausiai medZiojamy rt§iy Europoje. Sernai yra jautris AKMV ir gali demonstruoti
simptomus, panasius ] tuos, kurie matomi kiaulése. NugaiSus Sernui arba jj sumedziojus,
infekuoti palaikai, jei néra tinkamai utilizuojami, gali tiesiogiai arba netiesiogiai uzkreésti kitus
individus. Todél medziotojai taip pat gali imtis tam tikry priemoniy viruso suvaldymui: jie turi
praeiti bent minimalios higienos kursus; sumedzioti Sernai turi bati patikrinami dél AKMV;
transportas, kuriuo yra perkeliami Sernai, turéty buti naudojamas tik Siai paskirciai; sumedzioty
gyviiny mésg turi perdirbti tik reikalavimus atitinkancios jstaigos; mé€sos dorojimo jrankiai ir
apranga turéty likti dorojimo patalpoje; medziotojy apranga turéty biiti laikoma specifiniuose
maiSuose ir po medzioklés ] juos grazinama; batai ir apranga turéty biiti dezinfekuojama po
kiekvieno naudojimo; liekanos po mésos apdorojimo turi buti laikomos specialiuose
konteineriuose, kurie turi biiti nuolatos dezinfekuojami; atliecky duobés turi biiti bent jau 1,5 m
gylio, aptvertos ir biiti nedideliu atstumu nuo perdirbimo vietos; kiekvienas Sernas turi biti
individualiai identifikuojamas, o pasitaikius teigiamam AKM atvejui, visi turimi sumedzioti
gyviinai turi baiti utilizuojami prizitrint veterinarui (Bellini et al., 2016; Chenais et al., 2019).

1.7 Diagnostika

Pasaulinés gyviiny sveikatos organizacijos rekomenduojami testai AKMV
detekcijai yra: viruso izoliacija, fluorescencinis antikiiny testas (angl. fluorescent antibody test
(FAT)) bei realaus laiko ir jprastoji PGR. PGR yra dazniausiai naudojamas metodas tarp
nacionaliniy referentiniy laboratorijy Europos Sajungoje. Pasitelkiant §ig technika, gaunami
tiksliis rezultatai, praktiskai néra klaidingai teigiamy (angl. false positive) atvejy. Kiti tyrimai,
pavyzdziui, fermentais paremtas imunosorbentinis tyrimas (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)), leidziantis atlikti didelio masto testavimus, taip pat yra galimi

nacionalinése referentinése laboratorijose, taciau jie pasiZymi Zemesniu analitiniu jautrumu nei
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PGR testai. Ieskant AKM antikiiny, Pasauliné gyviiny sveikatos organizacija sitilo naudoti
ELISA metoda kartu su imunoblotingu (IB) arba netiesiogine imunofluorescencija (NIF)
papildomam patvirtinimui. Netiesioginis imunoperoksidazés testas (NIPT) taip pat buvo
validuotas Europos Sajungos referentinés laboratorijos kaip turintis efektyvy analitinj ir
diagnostinj jautrumg ir galimas naudoti kaip alternatyvus patvirtinamasis tyrimas, pritaikomas
kiauliy serumo analizei (Gallardo et al., 2015a; Zsak et al., 2005).

Buvo atrastas ir naujas imunochromatografinis tyrimo metodas, leidziantis aptikti
viruso antigeng, paremtas monokloniniy antikiinu naudojimu prie§ didjjj viruso kapsidés
baltyma VP72. Sis testas yra greitas ir paprastas ir tinkamas tirti laukinius gyviinus bei
tyrimams laboratorijose, kurios neturi jrangos, reikalingos sudétingesniems tyrimams (Haines
et al., 2013).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Darbe naudotos medziagos, prietaisai

2.1.1. Darbe naudotos medZiagos
QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Vokietija)
QlAamp RNeazy Mini Kit (QIAGEN, Vokietija)
Thermo Scientific Luminaris Probe High ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific, JAV)
TopVision Agarose (Thermo Scientific, JAV)
UltraPure™ 10x TBE buffer (Invitrogen, JAV)
pUC Mix Marker 8 (Thermo Scientific, JAV)
DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific, JAV)
Big Dye™ Terminator (Thermo Scientific, JAV)
Hi-Di Formamide (Thermo Scientific, JAV)
Egzonukleazé I (Thermo Scientific, JAV)
Kreveéiy Sarminé fosfatazé (Thermo Scientific, JAV)
2.1.2. Darbe naudoti prietaisai
Vortex Mixer Classic (VELP Scientifica, Italija)
Vakuuminis kolektorius Laboport N 816 (Laboport, JAV)
Mikrocentrifiiga Eppendorf AG22331 5415D (Eppendorf, Vokietija)
Audiniy homogenizatorius Tissue lyser 11 (QIAGEN, JAV)
AB StepOnePlus Real-time PCR System (Thermo Scientific, JAV)
Molecular Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad, JAV)
PowerPac™ Basic (Bio-Rad, JAV)

ABI PRISM™ 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, JAV)
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2.2. Darbe naudoti metodai

2.2.1. DNR ekstrakcija i§ gyviiny kraujo

Siekiant iSgauti geneting medziaga tolimesniems tyrimo etapams, buvo atlikta
viruso DNR ekstrakcija. Siam tikslui buvo panaudotas kiauliy ir $erny kraujas. Genetiné
medziaga iSskirta i§ kraujo panaudojant QIAamp Viral RNA Mini Kit ekstrakcijos rinkinj.
Proceso pradzioje gyviino kraujas gerai sumaiSomas ant purtyklés. Tuomet 140 pl i§ bendro
turimo gyviino kraujo tiirio buvo sumaiSyta su 560 pul AVL buferio, siekiant gauti santykj 1:4.
Misinys inkubuotas 10 min. kambario temperatiiroje. Toliau miSinio tiiris sumaiSytas su 560 pl
96% EtOH ir sunestas | QIAmp Mini spin kolonélg, patalpintg ant vakuuminio kolektoriaus.
Tuomet kolonélé plauta uzneSant po 500 pl buferiniy tirpaly AW1 ir AW2. Galiausiai
kolonélés perkeliamos nuo vakuuminio kolektoriaus j Svarius centrifugavimo mégintuvélius ir
centrifuguojamos 13200 rpm grei¢iu 1 min., siekiant pasalinti kolonéléje uzsilaikiusj tirpala.
Tolesnio etapo metu filtratas iSmestas, o kolonélés perkeltos j 1,5 ml tirio mégintuvélius, ant
Juy buvo uznesta 125 pul AVE buferio ir inkubuota 1 min. kambario temperatiiroje. Kolonélés
tuomet centrifuguotos 6800 rpm grei¢iu 1 min. Nucentrifugavus kolonélés pasalintos, o iSskirta

DNR palikta tolimesniam darbui.
2.2.2. DNR ekstrakcija i gyviiny organy

Kitas galimas DNR iSgavimo biidas yra panaudojant kiauliy ir Serny vidaus
organus. Procediira atlikta pasitelkiant QlAamp RNeazy Mini Kit ekstrakcijos rinkinj. IS
pradziy gaunami nedideliai (~30 mg) gyviiny organy kiekiai steriliame mégintuvélyje su 800
ul RLT buferio ir metaliniu rutuliuku. Jie homogenizuojami 3 min. 30 Hz dazniu patsitelkiant
audiniy homogenizatoriy. Véliau mégintuvélis su lizatu ir metaliniu rutuliuku centrifuguojamas
10000 rpm grei¢iu 1 min. Tuomet atskirame 2 ml mégintuvélyje sumaiSoma 500 pl gauto
centrifugato su 500 ul 70% EtOH. MiSinys sune$samas j RNeazy mini spin kolonéle, patalpinta
ant vakuuminio kolektoriaus. Toliau kolonélé plaunama 500 pul RW1 buferio ir du kartus po
500 ul RPE buferio. Kolonélés tuomet perkeliamos j §varius centrifugavimo mégintuvélius ir
centrifuguojamos 13200 rpm grei¢iu 1 min., sickiant pasalinti tirpalo likuc¢ius. Galiausiai
filtratas iSmetamas, o kolon¢lés perkeliamos j Svarius 1,5 ml mégintuvélius ir ant jy uzZneSama
125 ul AVE eliucijos tirpalo. Kolonélés centrifuguojamos 6800 rpm grei¢iu 1 min., tuomet

kolonélés pasalinamos, o gauta DNR palickama tolesniam tyrimui.

2.2.3. Polimerazés grandininés reakcijos (PGR) taikymas siekiant padauginti

norima AKM viruso fragmenta
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Atlikta PGR siekiant padauginti tikslini AKM viruso fragmenta MGF505-10R.
Pirmiausia parenkamas tinkamas reakcijos miSinys (1 lentel¢). Taip pat kei¢iama pradmens
prilydimo / DNR sintezés temperatiira apskaiciavus T, kiekvienam pradmeniui atskirai. Pilnas
temperatiirinis rézimas matomas 2 lenteléje. Gaunami rezultatai pateikiami fiksuojamu
fragmentu elektoferogramoje.

Pradzioje atliekami specifiSkumo tyrimai, kuriy metu su parinktais pradmenimis
tikrinamos AKMV skirtingo stiprumo kontrolés ir kity (pauks¢iy gripo, Koi herpes, Klasikinio
kiauliy maro) virusy teigiamos kontrolés. Sis tyrimas padeda nustatyti ar metodas yra jautrus
ir galima Siais pradmenimis padauginti tik AKMV fragmentus.

Tinkamiausioms reakcijos sglygoms nustatyti parenkamos skirtingos pradmens
prilydimo temperatiiros: 48 °C, 50 °C, 53 °C. Optimali pradmens prilydimo temperatiira
parenkama pagal elektroforezés nuotraukas, kurios padeda identifikuoti susidarusius DNR

fragmentus.

1 lentelé. PGR miSinio sudétis vienai reakcijai.

Reagentas Kiekis vienai reakcijai (ul)
Path - ID™ gPCR reakcijos miSinys (2x)/
Maxima Probe/ROX gPCR (2x) reakcijos
misinys
12,5
Tiesioginis pradmuo (20 uM) 1
Atvirkstinis pradmuo (20 uM) 1
Dejonizuotas vanduo 55
2 lentelé. PGR temperatiirinis rezimas.
Zingsnio Zingsnio .. ‘ Zingsnio Cikly
Nr. pavadinimas Zingsnio femperatira trukmé skaiCius
UNG aktyvavimas 50 °C 2 min 1
2. Pirminis DNR 95 °C 10 min. 1
denatiiravimas
DNR denatiiravimas 95 °C 30s
3. Pradmens 48/50/53°C 30s
prilydimas /DNR 40
sintez¢
4, DNR sintezé 72 °C 1 min
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5. Galutinis ilginimas 72 °C 10 min 1

2.2.4. DNR elektroforezé agarozés gelyje

Pasibaigus polimerazés grandininei reakcijai, rezultaty identifikavimui reikalinga
atlikti elektroforezé. Elektroforezé tai procesas, kurio metu DNR fragmentai arba baltymai yra
atskiriami pagal dyd; ir / ar krivi. DNR produkty detekcijai ir tikslinio fragmento nustatymui
naudota elektroforezé agarozés gelyje (1,5%). Pagal nustatyta gelio dydj reikalingas agarozés
kiekis buvo uzpiltas 1x TBE buferiniu tirpalu ir kaitintas. Agarozei iStirpus ir tirpalui pilnai
nuskaidréjus jis buvo vésinamas. Tolesniame Zingsnyje ] kolbg su tirpalu pridéta etidzio
bromido. Kolbos turinys supiltas j gelio formavimo indg su Sukomis. Geliui sustingus ir
perkélus jj j elektroforezés aparata, j Sulinélius jnesta 5 ul DNR ilgio Zymens pUC Mix ir 7 pl
tiriamy méginiy, sumaisyty su 3 pl 6x Loading Dye. DNR elektroforezeé vykdyta 160V jtampoje
60 min. Procesui pasibaigus, gelis analizuojamas geliy dokumentavimo sistema ,,ChemiDoc

EQ*, Quantity one programa.
2.2.5. Tiriamy méginiy DNR sekoskaita

Parinkus PGR sglygas ir padauginus AKM viruso fragmenta buvo atlikta turimy
méginiy automatizuota Sanger sekoskaita. Sekoskaitos metodas remiasi nukleortgsciy
grandinés sekos identifikavimu. Pirmiausia atlieckamas produkty valymas naudojant

egzonukleaze I ir kreveciy Sarming fosfataze. ParuoSiamas reakcijos miSinys (3 lentelé).

3 lentelée. PGR produkty valymo reakcijos miSinys (Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos

vertinimo institutas, 2014).

El Nr. Reagento pavadinimas Kiekis vienai reakcijai, ul
1. Egzonukleazé 1 0,5 (10u)
2. Kreveciy Sarminé fosfatazé 1(1u)
Viso: 1,5

I kiekvieng reakcijos mégintuvélj dedama po 5 pl PGR produkto, nustatomas

atitinkamas temperatiirinis réZimas (4 lentelé).
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4 lentelé. PGR produkty valymo temperatiiriné programa (Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos

vertinimo institutas, 2014).

Zingsnio Zingsnio pavadinimas Zingsnio temperatiira Zingsnio trukmé
Nr.
1. Inkubacija 37°C 15 min.
2. Reakcijos stabdymas 85°C 15 min.

Po to paruostas sekvenavimo PGR miSinys, kurio tlrj vienai reakcijai sudaré: 3
ul Big Dye Terminator reakcijos miSinys, 0,6 ul pradmens komplementariy valytam produktui,
11,4 ul dejonizuoto vandens. | lékstelés Sulinélius buvo patalpinta po 15 pl reakcijos miSinio ir
5 pl misy ankstesnés PGR produkto. PGR metu taikytos Sios sglygos: 1) DNR pirminé
denattiracija — 96 °C 1 min.; 2) DNR denatiiracija — 96 °C 10 s; 3) Pradmeny prikibimas — 50
°C 5 s; 4) DNR sintezé — 60 °C 4 min. 2 — 4 stadijos kartotos 25 kartus. Reakcijai pasibaigus
aparate buvo palaikoma 4 °C temperatira. Tada atliktas produkto valymas per kolonéles,
CENTRI — SEP (Applied Biosystems) kolonéliy paruo$imas. Kolonélés uzpilamos 800 ul
dejonizuoto H,O ir paliekamos 30 — 60 min. kambario temperatiiroje. Patikrinama ar néra
stambiy burbuliuky. Baigus inkubacija kolonélés supurtomos purtykle. Paskui nuimama
virSutiné kolon¢liy dalis ir perkeliama j naujus mégintuvélius. Pasalinamas nereikalingas
skystis. Toliau kolonélés centrifuguojamos 2 min. apie 0,7 rcf. Nucentrifugavus perkeliamos j
naujus Eppendorf mégintuvélius ir tuoj pat naudojamos. | paruostg kolonéle pilama po 20 ul
PGR produkto. Centrifuguojama 2 min. apie 0,7 rcf. Tuomet gautas produktas paruostas
denatiiracijai. Buvo patalpinta 10 pl Hi-Di formamido ir 5 pl galutinio PGR produkto. Taikyta
tokia temperatiiriné programa: 1) Denatiiracija 95 °C 5 min.; 2) Saldymas 4 °C. Po §ios reakcijos

lekstelé su denatiiracijos produktu patalpinta j daugiakapiliarinji DNR analizatoriy.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Klasikinés polimerazinés grandininés reakcijos salygy tobulinimas

3.1.1. Specifiskumo jvertinimas

Po klasikinés polimerazés grandininés reakcijos atlickama elektroforezé padeda
atskirti viruso fragmentus pagal jy dydj. Klasikinés PGR eksperimentai pradedami nuo
specifiSkumo jvertinimo. Gauti rezultatai parodé, kad skirtingos AKM viruso teigiamos
kontrolés (PC19, PC20, PC21, PC22) reaguoja su reakcijos misinyje esan¢iais pradmenimis ir
susidaro atitinkami fragmentai unikaliis savo dydziais. Taip pat naudojamos klasikinio kiauliy
maro, pauk$¢iy gripo ir zuvy Koi herpes virusy teigiamos kontrolés, kurios nereaguoja su
reakcijos miSinyje esanCiais pradmenimis, tai jrodo tiesioginio ir atvirkStinio pradmeny

specifiSkuma (5 lentele).

5 lentelé. Skirtingy kontroliniy medziagy reakcija su reakcijos misinyje esanciais pradmenimis

Teigiama kontrolé Rezultatas
PC19 422 bp
PC20 422 bp
PC21 422 bp
PC 22 422 bp

PC KHV (St3) -
PC PG (A 17873 03) -
PC KKM VSCF 184 -

3.1.2. Pradmens prilydimo temperatiiros ir reakcijos miSinio parinkimas

Jrodzius pradmeny specifiSkumag tolesni eksperimentai keiiant pradmeny
prilydimo temperatiiras parodé, kad prilydimo temperatiiros keitimas, nuo 48 °C iki 53 °C
intervale, didelés jtakos PGR neturi, ta¢iau maziausiai nespecifiniy produkty susidaro prie 53
°C pradmeny prilydimo temperattros ir buvo stebima, kad jtakos reakcijai turi pasirenkamas

reakcijos misinys (Paveikslas 3.)
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8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Paveikslas 3. 1, 20 ulinéliai — markeris pUC mix 8; 2 — PC19 ir Path - ID™™ qPCR, 48 °C; 3
— PC19 ir Maxima Probe/ROX qPCR, 48 °C; 4 — PC19 ir Path - ID™ gPCR, 50 °C; 5 — PC19
ir Maxima Probe/ROX gPCR, 50 °C; 6 — PC19 ir Path - ID™™ gqPCR, 53 °C; 7 —PC19 ir
Maxima Probe/ROX qPCR, 53 °C; 8 — PC20 ir Path - ID™ gPCR, 48 °C; 9 — PC20 ir
Maxima Probe/ROX gPCR, 48 °C; 10 — PC20 ir Path - ID™ gqPCR, 50 °C; 11 — PC20 ir
Maxima Probe/ROX qPCR, 50 °C; 12 — PC20 ir Path - ID™ gPCR, 53 °C; 13 — PC20 ir
Maxima Probe/ROX qPCR, 53 °C; 14 — PC21 ir Path - ID™ qPCR, 48 °C; 15— PC21 ir
Maxima Probe/ROX qPCR, 48 °C; 16 — PC21 ir Path - ID™ qPCR, 50 °C; 17 — PC21 ir
Maxima Probe/ROX qPCR, 50 °C; 18 — PC21 ir Path - ID™ qPCR, 53 °C; 19 —P C21 ir
Maxima Probe/ROX qPCR, 53 °C.

3.2. Sekvenogramy analizé

Parinkus salygas ir atlikus fragmenty padauginima, pasitelkiant Sanger sekoskaitg
buvo gautos 48 sekos 1§ 2014-2017 mety teigiamy AKM meéginiy. Sekvenogramy rezultatai
buvo analizuoti naudojant programa Chromas lite. Gautos sekos iSsaugotos fasta formatu.
Perzitiréjus rezultatus paskaiciuota, jog gauta fragmenta sudaré 373 nukleotidai. Pavyzdj, kaip

atrodé Sios sekos galima matyti 6 lenteléje.

6 lentele. AKMYV fragmentas MGF505-10R, gautas i§ Lietuvoje paimty méginiy.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10R ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
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TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Toliau misy gautos sekos buvo sukeltos  NCBI BLAST programg tam, jog biity
rastos kitos Afrikinio kiauliy maro viruso sekos i$ skirtingy Saliy. Gautos 68 zinomos AKM
atmainy sekos. Kai kurios sekos dubliavosi, pavyzdZiui, buvo rasta tiek pilno genomo seka, tiek
kairiojo variabilaus regiono, tod¢l tokios sekos buvo nebuvo analizuojamos po vieng. Galutinis
seky, kurias lyginome su miisy fragmentu, skai¢ius buvo 63. Sios sekos kartu su lietuviskomis

sekomis buvo sulygintos panaudojant programos EMBL-EBI Clustal Omega daugybinj
palyginima.

3.3. Lietuvisky seky sulyginimas su Europos atmainomis

Viena i8$ rasty seky atlikus BLAST paieska buvo Gruzijos izoliatas, kurio genomo
sekoskaita atlikta 2007 metais. Sulyginus misy turimg seka su Sia Gruzijos seka, gautas vieno
nukleotido neatitikimas paskutinéje MGF505-10R fragmento padétyje — vietoje budingo C
miisy gautose sekose buvo matomas A. Lietuviskoji seka ir fragmentas, iSkirptas i§ 2007 mety
Gruzijos izoliato pateikti lenteléje. Tas pats vieno nukleotido skirtumas matomas ir lyginant su
kitomis 13 Europoje cirkuliuojanéiy Afrikinio kiauliy maro viruso atmainy: ASFV
CzechRepublic 2017/1, ASFV Moldova 2017/1, ASFV strain Belgium/Etalle/wb/2018,
ASFV/Kyiv/2016/131, ASFV_HU_2018, ASFV/LT14/1490, ASFV-wbBS01, ASFV Belgium
2018/1, Georgia 2008/2, Georgia 2008/1, China/2018/AnhuiXCGQ,
ASFV/POL/2015/Podlaskie ir Estonia 2014. Dar vienoje viruso atmainoje — Liv13/33 i$
Pranciizijos taip pat matytas pokytis. Ten paskutinis fragmento nukleotidas pakeistas i T ] A.

Rezultatai matomi 7 lenteléje.

7 lentele. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Europoje paplitusios

atmainos. Raudonai pazymétas besiskiriantis nukleotidas.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
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TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Gruzijos 2007 mety | TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
Afrikinio kiauliy maro | ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT

Vviruso izoliato | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
framgentas MGF505- | ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
10R ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAC

Taip pat to paties vieno nukleotido pakitimas matomas ir lyginant Lietuvoje
gautas su sckomis i§ Kinijos: ASFV  Wuhan 2019-2, ASFV Wuhan 2019-1,
ASFV/pig/China/CAS19-01/2019 ir Pig/HLJ/2018.

Dar viena atmaina, kurioje buvo matomas tas pats vienas nukleotido skirtumas
yra Afrikoje cirkuliuojanti Mkuzi 1979.

Atlikus palyginimg su kitomis Afrikos atmainomis, pastebétas tas pats paskutinio
nukleotido pasikeitimas j A, tadiau be jo dar buvo pastebimi ir kiti pokyc¢iai. Dvi atmainos —
RSA 2 2008 ir Warmbaths, tur¢jo tuos pacius sekos pakitimus. Abejais atvejais pastebétas
pakitimas 288 pozicijoje i§ C Afrikos atainose j T lietuviskoje. Taip pat 307 pozicijoje T Afrikos

atmainose pakeistas C lietuviskoje. Sie rezultatai atsispindi 8 lenteléje.

8 lentele. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamy
atmainy RSA 2 2008 ir Warmbaths. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
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TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Atmainos RSA 2 2008
ir Warmbaths
fragmentas MGF505-
10R

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG
GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
TTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAC

Pretoriuskop/96/4 atmaina skyrési trimis nukleotidais: 189 padétyje G pakeistas

C; 200 pozicijoje vietoje citozino buvo G; 288 padétyje C pakeistas T; 373 padétyje vietoje C
buvo A. Sie rezultatai pateikti 9 lenteléje.

9 lentele. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos Pretoriuskop/96/4. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje
nusekvenuotas
Afrikinio kiauliy maro
viruso fragmentas
MGF505-10

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG
GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro
Viruso
Pretoriuskop/96/4

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
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atmainos  fragmentas | ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10R ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATGTG
GATAAAACCGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAC

Warthog atmaina nuo lietuviskosios skyrési tuo, jog MGF505-10R fragmento 77
nukleotidas buvo ne C, o T. 122 pozicijoje T buvo pakeistas C. 189 padétyje vietoje G buvo
C, 0 200 padétyje vietoje C buvo G. 260 padétyje A pakeistas G. 288 padétyje C pakeistas T.
373 padétyje C pakeistas A. Rezultatai patalpinti 10 lenteléje.

10 lentelé. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos Warthog. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT

viruso Warthog | ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAC
atmainos  fragmentas | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
MGF505-10R ATATCATCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA

ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATGTG
GATAAAACCGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAAGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
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CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAC

Lyginant su Tengani 62 atmaina, 155 fragmento padétyje nukleotidas i§ T,

pakeistas j C. 204 padétyje C pakeistas T. 288 padétyje C pakeistas T. 366 padétyje T pakeistas

A. 373 C pakeistas A. Sie pasikeitimai matomi 11 lenteléje.

11 lentelé. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos Tengani 62. Raudonai paZzymeéti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje
nusekvenuotas
Afrikinio kiauliy maro
viruso fragmentas
MGF505-10

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG
GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro

viruso  Tengani 62
atmainos  fragmentas
MGF505-10R

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ATTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG
GATAAAACGGTTCTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTT
TTATCTTCCTTAAACTACTCCGTGCACTCCATCAC

Kelios Afrikoje cirkuliuojan¢ios Afrikinio kiauliy maro atmainos ir keletas

Europoje gauty seky turéjo tuos pacius pakitimus MGF505-10R fragmente, lyginant su
Lietuvoje gautomis sekomis. Sios atmainos buvo 22653/Ca/2014 (Afrika), 26/Ss/2004 (Afrika),
60/Nu/1997 (Afrika), 142_Nu_1995 (Afrika), 141/Nu/1990 (Afrika), 85/Ca/1985 (Afrika),
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140/0r/1985 (Afrika), 139/Nu/1981 (Afrika), 57/Ca/1979 (Afrika), 56/Ca/1978 (Afrika),
47/Ss/2008 (Afrika), 26544/0G10 (Afrika), BA71 (Europa), NHV (Europa), L60 (Europa),
BA71V (Europa), OURT 88/3 (Europa), Benin 97/1 (Afrika), E70 (Europa) ir MS16 (Europa).
90 $iy atmainy fragmento MGF505-10R padétyje vietoje A buvo T, 0 98 padétyje vietoje T
buvo A. 155 pozicijoje T buvo pakeistas j C. 185 ir 187 padétyse G pakeistas j A. 189 padétyje
vietoje G buvo C. 200 padétis pasikeité i§ C | G, o 204 padétyje C tapo T. 288 padétyje C
pakeistas ] T. 329 pozicijoje vietoje A buvo matomas G. 332 padétyje esantis T pakeistas j C.
356 pozicijos T taip pat pakeistas C, 0 357 padétyje matomas G pasikeité j T. Galiausiai
matoma, jog paskutinis 373 nukleotidas pasikeité i§ C j A. Visus $iuos pasikeitimus galima
matyti 12 lenteléje.

12 lentelé. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje bei Europoje

gautos sekos. Raudonai pazymeti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje
nusekvenuotas
Afrikinio kiauliy maro
viruso fragmentas
MGF505-10

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG
GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro
viruso atmainos
22653/Ca/2014,
26/Ss/2004,
60/Nu/1997,

142 Nu_1995,
141/Nu/1990,
85/Ca/1985,
140/0r/1985,
139/Nu/1981,
57/Ca/1979,
56/Ca/1978,
47/Ss/2008,
26544/0G10, BA71,
NHV, L60, BA71V,
OURT 88/3, Benin
97/1, E70 kairiojo
variabilaus regiono,

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCAAATATAGATTTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ATTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGGTGTGTG
GATAAAACCGTTCTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTAAATCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTATGCCGTGCACACCATCAC
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MS16 fragmentas
MGF505-10R

Lyginant su 97/0t/2012 atmaina, pastebéta, jog Afrikai budingos sekos 90

padétyje A pakeistas j T. 98 padétyje vietoje T buvo A. 155 pozicijoje T buvo pakeistas C. 185

ir 187 padétyse esancios G molekulés pakeistos j A. 189 padétyje matomas G pakeistas j C. 200
pozicijoje vietoje C buvo G. 204 padétyje C buvo pakeistas T. 288 pozicijoje esantis C

lictuviskoje sekoje buvo pakeistas j T. 329 padétyje vietoje A matytas G. 332 pozicijoje T buvo

pakeistas C. 356 padétyje vietoje T buvo C, 0 357 vietoje A—T. 373 pozicija lictuviskoje sekoje

uzémé ne C, 0 A. Rezultatai patalpinti 13 lenteléje.

13 lentelé. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos 97/0t/2012. Raudonai pazymeti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje
nusekvenuotas
Afrikinio kiauliy maro
viruso fragmentas
MGF505-10

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG
GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro
viruso atmainos
97/0t/2012 fragmentas
MGF505-10R

TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
ACAGAGGCTGCAAATATAGATTTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ATTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGGTGTGTG
GATAAAACCGTTCTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTAAATCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTATACCGTGCACACCATCAC
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Lyginant su atmaina 72407/Ss/2005, skyrési 90 padétyje esantis nukleotidas
(vietoj T buvo C). 98 padétyje vietoje G buvo A. 155 pozicijoje G pakeistas C. 185 ir 187
padétyse matytas pasikeitimas i§ G j A. 189 pozicijoje G pakeistas C. 200 pozicijoje vietoje C
matytas G. 204 padétis pasikeité i§ C j T. 288 padétyje vietoje C buvo T. 329 pozicija pasikeité
i§ A G. 332 padétyje T pakeistas j C. 356 pozicijoje T pakeistas j C, 0357 — G T. 373 padétyje
C pasikeité j A. Pasikeitimai gali biiti matomi 14 lenteléje.

14 lentelé. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos
atmainos 72407/Ss/2005. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG

CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT

TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT

‘7"2r2‘3‘7’ /ggrpzagggs ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT

fragmentas MGF505- | ACAGAGGCTGCAAATATAGATTTACCCAATTTGCTATC

10R ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA

ATTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGGTGTGTG
GATAAAACCGTTCTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTAAATCTACTTTTATCT

TCCTTAAACTATGCCGTGCACACCATCAC

Lyginant su Zaire atmaina, buvo matomi $ie poky¢iai: 7 pozicijoje T pakeistas A;
25 padétyje C pakeistas A; 48 pozicijoje C pakeistas G; 55 padétyje T pakeistas A; 75 pozicijoje
T pakeistas A; 77 padétyje C pakeistas T; 96 pozicijoje C pakeistas G; 154 padétyje T pakeistas
A,; 165 pozicijoje C pakeistas G; 174 padétyje C pakeistas A; 189 pozicijoje G pakeistas C; 196
padétyje C pakeistas A; 232 pozicijoje C pakeistas G; 271 padétyje C pakeistas A; 280
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pozicijoje C pkeistas A; 288 padétyje C pakeistas T; 330 pozicijoje T pakeistas A; 351 padétyje
T pakeistas A ir 373 pozicijoje C pakeistas A. Sie poky&iai atsispindi 15 lenteléje.

15 lentelé. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos Zaire. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGTTGTTGCATTCGCCCATACAAATTTATCCTTAT
}’r';gf;’e?ftg‘sa:\;‘g’é‘gge ACGTTTTACGGTATGTACTTCTCATGCACAAAGTATAC
10R ACAGAGGCTGCATATATACAATTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
TCTTTATGTTACAAACAATACAGCATGGTGGATATGTG
GATACAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TACGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TACAACCGTTACAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGTACCTACTTTTATCTT

CCTTATACTACTCCGTGCACACCATCAC

Lyginant su atmaina RSA 2 2004 matyti skirtumas 7 padétyje, kur T pakeistas
A. 25 pozicijoje taip pat matomas pokytis — C vietoje atsiranda A. 48 padétyje C pakeistas G.
55 pozicijoje pastebimas T pasikeitimas j A. 75 padétyje vietoje T matomas A. 96 pozicija
parodé pasikeitimg i§ C | G. 154 padétyje T pakeistas A. 165 pozicijoje C pakeistas | G. 174
padétyje vietoje C matomas A. 189 pozicijoje G pakeistas C. 196 padétyje matomas
pasikeitimas i§ C | A. 200 pozicijoje C vietg pakeité G. 232 padétyje C pakeistas G. 271
pozicijoje vietoje C buvo A. 280 padétyje C pakeité A. 288 pozicijoje C pakeistas T. 330
padétyje T pasikeité | A. 351 vietoje T taip pat matytas A. 373 padétyje C pakeistas j A. Visi
pakitimai matomi 16 lentel¢je.
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16 lentele. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos
atmainos RSA 2 2004. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGTTGTTGCATTCGCCCATACAAATTTATCCTTAT
‘éig‘fozat%agzos ACGTTTTACGGTATGTACTTCTCATGCACAAAGTATATA
fragmentas MGF505- | CAGAGGCTGCATATATACAATTACCCAATTTGCTATCA
10R TATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTAT
CTTTATGTTACAAACAATACAGCATGGTGGATATGTGG
ATACAACCGTTTT
ATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCATACGAAAATTGTGG
CTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCGTACAACCGTTACAA
AACTGCTACTCTATGCTGTGCAGGCTCGGGCCCCCAAA
AAAACACTGTACCTACTTTTATCTTCCTTATACTACTCC
GTGCACACCATCAC

Lyginant su atmaina SPEC 57 skirtumai matési $iuose nukleotiduose: 7 (T
pakeistas A); 25 (C pakeistas A); 48 (C pakeistas G); 55 (T pakeistas A); 75 (T pakeistas A);
96 (C pakeistas G); 154 (T pakeistas A); 165 (C pakeistas G); 174 (C pakeistas A); 196 (C
pakeistas A); 232 (C pakeistas G); 271 (C pakeistas A); 280 (C pakeistas A); 288 (C pakeistas
T); 307 (T pakeistas C); 330 (T pakeistas A); 351 (T pakeistas A); 373 (C pakeistas A).
Palyginimo rezultatai patalpinti 17 lenteléje.
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17 lentelé. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos SPEC_57. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGTTGTTGCATTCGCCCATACAAATTTATCCTTAT
‘ég‘ésé’_%t;”?r';‘;; ontas | ACGTTTTACGGTATGTACTTCTCATGCACAAAGTATATA
MGF505-10R CAGAGGCTGCATATATACAATTACCCAATTTGCTATCA
TATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTAT
CTTTATGTTACAAACAATACAGCATGGTGGATATCTGG
ATACAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCAT
ACGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCGT
ACAACCGTTACAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGGT
TCGGGCCCCCAAAAAAACACTGTACCTACTTTTATCTTC

CTTATACTACTCCGTGCACACCATCAC

Atmaina LIV 5 40 skyrési 7 padétyje esanciu nukleotidu — vietoje T buvo A. 25
pozicijoje C pakeistas j A. 48 padétyje C pasikeité j G. 55 padétyje T pakeistas j A. 75 pozicijoje
vietoje T buvo A. 96 padétyje matomas C pasikeitimas j G. 154 pozicijoje T pakeistas j A. 165
padétyje vietoje C matytas G. 174 pozicijoje T pakeistas A. 176 padétyje C pasikeité j G. 196
pozicijoje T vietoje pastebétas A. 198 padétyje taip pat T pakeistas j A. 232 pozicijoje C vieta
uzémé G. 271 ir 273 padétyse T pasikeité j A. 280 pozicijoje vietoje C buvo A. 330 padétyje T
pakeistas A. 351 pozicijoje matomas pasikeitimas i§ T j A. 373 padétyje C pakeistas A. Sie

pokyciai matomi 18 lenteleje.
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18 lentelé. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos LIV_5 40. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje nusekvenuotas TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCC
Afrikinio kiauliy maro viruso TTATACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACA
fragmentas MGF505-10 AAGTAAATACAGAGGCTGCATATATAGAATTAC

CCAATTTGCTATCATATCACCTTCGAACTGCGGC
GGCAGGAGGTCTTCTTAACTTTATGTTAGAAACA
ATAAAGCATGGTGGATATCTGGATAAAACGGTTT
TATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCATAGGAAAA
TTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCGTAAA
ACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTT
ATCTTCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA
Afrikinio kiauliy maro viruso | TTTTTGTTGTTGCATTCGCCCATACAAATTTATCC
?2;&3;;Q&§E%LJOR TTATACGTTTTACGGTATGTACTTCTCATGCACA
AAGTATATACAGAGGCTGCATATATACAATTACC
CAATTTGCTATCATATCACCTTCGAACTGCGGCG
GCAGGAGGTCTTCTTATCTTTATGTTACAAACAA
TATACCATGGTGGATATCTGGATATATCGGTTTT
ATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCATACGAAAAT
TGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCGTATAT
CCGTTACAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGGC
TCGGGCCCCCAAAAAAACACTGTACCTACTTTTA
TCTTCCTTATACTACTCCGTGCACACCATCAC

Atlikus atmainos E75 sulyginimg su lietuviSskaja atmaina pastebéti tokie
skirtumai: 90 padétyje vietoje A buvo T; 98 pozicijoje T pakeistas j A; 155 padétyje T pasikeité
1 C; 185 ir 187 pozicijose G pakeistas A; 189 padétyje G vieta uzémé C; 200 pozicijoje C
pakeistas j G; 204 padétyje C pasikeité j T; 288 pozicija uzimantis C pakeistas T; tarp pozicijy
321 ir 322 lietuviskoje atmainoje yra jtrauktas papildomas A; 329 padétyje matési pasikeitmas
i§ A | G; 332 pozicijoje T pakeistas | C; 356 padétyje T pakeistas j C, o 357 — G T; 373

pozicijoje vietoje C buvo A. 19 lenteléje galima matyti abi sulygintas sekas.
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19 lentelé. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos
atmainos E75. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai. Zaliai pazymétas papildomai

isiterpes nukleotidas.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
}’r';;i;’efftr;‘sa:\r/‘g’é@ ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
10R ACAGAGGCTGCAAATATAGATTTACCCAATTTGCTATC
ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
ATTTTATGTTAGAAAC
AATAAAGCATGGTGGGTGTGTGGATAAAACCGTTCTAT
CCGCGGCTATCAGGTACAAGCATAGGAAAATTGTGGCT
CATTTTATTCATCAGGTTCCCCGTAAAACCGTTAAAAA
ACTGCTACTCTATGCTGTGCAGGCTCGGGCCCCCAAAA
AACACTAAATCTACTTTTATCTTCCTTAAACTATGCCGT
GCACACCATCAC

RSA_ W1 1999 atmainos genome 7 nukleotidas pakeistas i T j A. 25 padétis
pakeista i§ C j A. 48 pozicijoje vietoje C buvo G. 55 padétyje T pasikeité | A. 75 pozicijoje
pastebétas pasikeitimas i§ T j A. 77 padétyje C pakeistas j T. 96 pozicijoje vietoje C buvo G.
122 padétyje T pasikeité j C. 154 pozicijoje T pakeistas j A. 165 padétyje vietoje C buvo G.
174 pozicijoje buvo matytas pokytis i§ C j A. 189 padétyje G buvo pakeistas j C. 196 pozicijoje
C pasikeité j A. 200 padétyje vietoje C matytas G nukleotidas. 232 pozicijos vietg uzémé ne C,
o G. 260 padétyje matytas pasikeitimas i§ A j G. 271 pozicija uzimantis C pakeistas j A. 280
padétyje vietoje C buvo A. 288 pozicijoje matytas pasikeitimas i§ C | T. 330 padétyje jvyko
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pokytis i§ T 1 A. 351 pozicijoje taip pat nukleotidas i§ T pasikeité j A. 373 nukleotidas i§ C
pakeistas j A. Rezultatai matomi 20 lenteléje.

20 lentele. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos
atmainos RSA_W1_1999. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGTTGTTGCATTCGCCCATACAAATTTATCCTTAT
‘F’;g“ASfo/tl”_‘al'ggg ACGTTTTACGGTATGTACTTCTCATGCACAAAGTATAC
fragmentas MGF505- | ACAGAGGCTGCATATATACAATTACCCAATTTGCTATC
10R ATATCATCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
TCTTTATGTTACAAACAATACAGCATGGTGGATATGTG
GATACAACCGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TACGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAAGTTCCCCG
TACAACCGTTACAAAACTGCTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGTACCTACTTTTATCTT
CCTTATACTACTCCGTGCACACCATCAC

Atlikus palyginima su Malawi Lil-20/1 multigeny Seimos 530 nukleotidy seka,
pastebétas pasikeitimas 26 padétyje i§ G | A. 41 pozicijoje T pakeistas j C. 62 padétyje T
pasikeité j C. 90 pozicijoje vietoje A buvo T. 98 padétyje matomas pokytis i§ T j A. 119
pozicijoje C pakeistas j T. 137 padétyje C vieta uzémé G. 149 pozicijoje jvyko pokytis i§ C j
T. 153 padétyje C pakeistas j A. 155 pozicijoje vietoje T buvo C. 164 padétyje T pasikeité j A.
167 pozicijoje G pakeistas j A. 171 padétyje T vieta uzémé A. 189 pozicijoje jvyko pokytis i$
G j C. 198 padétyje G pakeistas j A. 200 pozicijoje C pasikeité j G. 221 padétyje vietoje T buvo
G. 227 pozicijoje A pakeistas | G. 237 padétyje jvyko pokytis i§ G j A. 260 pozicijoje A
pasikeité | G. 275 padétyje vietoje G buvo C. 279 pozicijoje G pakeistas j A. 288 padétyje C
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vietoje buvo T. 294 pozicijoje C pasikeité j T. 299 padétyje buvo pokytis i§ C j T. 306 pozicijoje
A pakeistas j G. 366 padétyje C vietag uzémé A. 373 pozicijoje C pasikeité j A. Palyginime

naudotos sekos patalpintos 21 lenteléje.

21 lentele. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos Malawi Lil-20/1. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAGAATTTATCCTTAT
‘Ii'lrlugg /it?r‘:g;gzn'\t/;'a""i ATGTTTTAGGGTATGAACTTCTTATGCACAAAGTAAAT
MGF505-10R ACAGAGGCTGCAAATATAGATTTACCCAATTTGCTATC
ATACCACCTTCGAACTGCGGCCGCAGGAGGTCTCCTTC
ATTTTATGTTTGAGACATTAAAGCATGGTGGATATGTG
GATAAAGCCGTTTTATCCGCGGCTATCAGTTACAAACA
TAGGAAAGTTGTGGCTCATTTTATTCATCAAGTTCCCCG
TAAAACGGTTGAAAAACTGCTACTCCATGCCGTGCAGA
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT

TCCTTAAACTACTCCGTGCACCCCATCAC

Po palyginimo su atmaina R35, N10, R25, R7, R8 matési Sie pasikeitimai sekoje:
9 padétyje i§ A 1 G; 10 ir 11 nukleotidai i§ C | T; 14 pozicijoje i§ C | A; 15 padétyje is Cj T; 17
pozicijoje i G j C; 18 nukleotidas i§ C | G; 19 padétyje i8 T j C; 41 pozicijoje i§ T j C; 62
nukleotidas 1§ T 1 C; 71 ir 74 pozicijos i$ G 1 A; 90 nukleotidas i§ A1 T; 98 padeétis iS T 1 A; 99
pozicija i§ G 1 T; 105 nukleotidas i§ G | A; 114 padétis i§ A1 T; 117 pozicija i§ C 1 T; 119
nukleotidas i§ G j T; 130 padétis i§ G j C; 131 nukleotidas i§ C i T; 137 pozicija i§ A | G; 149
padéetis i§ C 1 T; 153 nukleotidas i§ C i A; 155 pozicija i§ T ;1 C; 167 nukleotidas i§ G 1 A; 171
padétis i T 1 A; 177 pozicija i§ T j C; 185 ir 187 nukleotidai is G j A; 189 padétis i§ G j C; 208
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pozicijai§ T | C; 212 padétis i§ A | G; 215 nukleotidas i§ G 1 T; 221 padétis iS T 1 G; 227 ir 260
nukleotidai i§ A 1 G; 275 pozicija i§ A 1 C; 279 ir 282 padétis i§ G | A; 287 nukleotidas i§ A |
G; 288 pozicija i§ C 1 T; 294 ir 299 nukleotidai i§ C 1 T; 306 padétis i§ A 1 G; 326 pozicija i T
i A; 373 nukleotidas i§ T j A. Siuos pasikeitimus galima matyti 22 lenteléje.

22 lentele. AKMYV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamy
atmainy R35, N10, R25, R7, R8. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGATACCGCCCTGCTCCATAAAAATTTATCCTTAT
‘S;‘éfoRaztgaFig‘?ng:gS’ ATGTTTTAGGGTATGAACTTCTTATGCACAAGGTGAAT
fragmentas MGF505- | ACAGAGGCTGCAAATATAGATGTACCCGATTTGCTAAC
10R ACAGCACCTTCGAAGCGCGGCAGCAGGAGGTCTCCTTC
ATTTTATGTTAGAGACATTAAAGTATGGTGGGTGTGTG
GATAAAACGGTTTTATTCGCAGCGATCAGTTACAAACA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAAGTTCCCCG
TAAAACAGTTGAAGAACTACTACTCCATGCCGTGCAGA
CTCGGGCCCCCAAAAAAACTCTGAACCTACTTTTATCTT
CCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAT

[Sanalizavus palyginima su atmaina Kenya 1950, 14 padétyje C pakeistas A. 15
pozicijoje vietoje C buvo T. 17 nukleotidas buvo ne G, o C. 18 pozicijoje C vietg uzémé G. 19,
41 ir 62 padétyje T pasikeité j C. 74 pozicijoje matytas pokytis i§ G j A. 90 nukleotidas pakeistas
i$ A]T.98 padétyje T pakeistas j A, 0 99 — G j T. 102 pozicijoje vietoje T buvo C. 105 padétyje
G pakeistas j A. 114 nukleotidas pasikeité i§ A T. 117 pozicijoje C vieta uzémé T. 119 padétyje
G pasikeité j T. 130 nukleotidas pakeistas i§ G j C, o 131 —i§ C j T. 137 pozicijoje esantis A
pasikeité | G. 149 padétyje C pakeistas j T. 153 pozicijoje C vieta uzémé A. 155 nukleotidas
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pasikeité i§ T j C. 167 padétyje vietoje G buvo A. 171 pozicijoje T pakeistas j A. 177 padétyje
T pasikeité j C. 185 ir 187 nukleotidai pakeisti i§ G j A. 189 pozicija uzimantis G pakeistas j
C. 208 padétyje T pakeistas j C. 212 pozicijoje A pasikeité j G. 215 nukleotidas pakeistas i§ G
1 T. 221 padétyje T vietoje atsirado G. 227 ir 260 pozicijoje A vietg uzémé G. 275 padétyje G
pakeistas j C. 279 ir 282 nukleotidai pasikeité i§ G j A. 287 pozicijoje vietoje A buvo G, o 288
—vietoje C buvo T. 294 ir 299 padétyse C pakeistas j T. 306 nukleotidas pasikeité i§ A j G. 326
ir 373 pozicijoje T pakeistas j A. Skirtumai tarp seky atsispindi ir 23 lenteléje.

23 lentelée. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos Kenya 1950. Raudonai pazyméti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGATGTTGCCCTGCTCCATAAAAATTTATCCTTAT
‘1’:;;80 ff;r;ri'gr?tz ;(e”ya ATGTTTTAGGGTATGAACTTCTTATGCACAAAGTGAAT
MGF505-10R ACAGAGGCTGCAAATATAGATGTATCCGATTTGCTAAC
ACAGCACCTTCGAAGCGCGGCAGCAGGAGGTCTCCTTC
ATTTTATGTTAGAGACATTAAAGTATGGTGGGTGTGTG
GATAAAACGGTTTTATTCGCAGCGATCAGTTACAAACA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAAGTTCCCCG
TAAAACGGTTGAAGAACTACTACTCCATGCCGTGCAGA
CTCGGGCCCCCAAAAAAACTCTGAACCTACTTTTATCTT

CCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAT

Atlikus palyginima su atmaina Ken06.Bus pastebéta, jog 9 padétyje vietoje A
buvo G. 10 ir 11 pozicijoje C pakeistas j T. 14 nukleotidas pasikeité iS C j A, 0 158 C | T. 17
padétyje vietoje G buvo C. 18 padétyje C vieta uzémé G. 19 nukleotidas buvo ne T, 0 C. 41 ir
62 pozicijoje T pakeistas j C. 71 ir 74 nukleotidai pakeisti i§ G j A. 90 padétyje vietoje A buvo
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T. 98 pozicijoje T pakeistas j A, 0 99 — G j T. 105 padétyje G vietag uzémé A. 114 nukleotidas
pasikeité i§ A j T. 117 pozicijoje C pakeistas j T. 119 padétyje vietoje G buvo T. 130 nukleotido
vietoje buvo ne G, o C. 131 pozicijoje C pakeistas j T. 137 A pasikeité j G. 149 padétyje buvo
pokytis i§ C j T. 153 pozicijoje vietoje C buvo A. 155 nukleotidas pasikeité i§ T j C. 167
padétyje G pakeistas j A. 171 nukleotidas pakeistas i§ T j A. 177 pozicijoje vietoje T buvo C.
185 ir 187 nukleotidy vietose matytas ne G, 0 A. 189 padétyje G vietg uzémé C. 208 pozicijoje
T pakeistas j C. 212 padétyje galima pastebéti pasikeitimg i§ A j G. 215 padétyje vietoje G buvo
T. 221 nukleotidas buvo ne T, o G. 227 padétyje A pakeistas j G. 255 pozcijoje esant] T pakeité
C. 260 padétyje vietoje A buvo G. 275 nukleotidas buvo ne A, o C. 279 ir 282 pozicijose G
pakeistas j A. 287 padétyje A pasikeité | G, 0 288 — C j T. 294 ir 299 nukleotidai pakeisti i$ C |
T. 306 pozicijoje vietoje A buvo G. 326 ir 373 padétyje T pakeistas j A. Rezultatai matomi ir
24 lenteléje.

24 lentelé. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos Ken06.Bus. Raudonai pazymeéti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGATACCGCCCTGCTCCATAAAAATTTATCCTTAT
\Qgﬁ%%.aé?ﬂ?;;mentas ATGTTTTAGGGTATGAACTTCTTATGCACAAGGTGAAT
MGF505-10R ACAGAGGCTGCAAATATAGATGTACCCGATTTGCTAAC
ACAGCACCTTCGAAGCGCGGCAGCAGGAGGTCTCCTTC
ATTTTATGTTAGAGACATTAAAGTATGGTGGGTGTGTG
GATAAAACGGTTTTATTCGCAGCGATCAGTTACAAACA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTTATCAAGTTCCCCG
TAAAACAGTTGAAGAACTACTACTCCATGCCGTGCAGA
CTCGGGCCCCCAAAAAAACTCTGAACCTACTTTTATCTT

CCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAT
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Palyginus su atmaina Ken05/Tk1 pastebéta, jog 14 padétyje vietoje C buvo A. 15
pozicijoje C pakeistas j T. 17 nukleotidas pasikeité i§ G j C, o 18 —i§ C | G. 19 padétyje vietoje
T buvo matomas C. 41 ir 62 pozicijose buvo ne T, o C. 74 padétyje G pakeistas j A. 90 pozicijoje
vietoje A buvo T. 98 padétyje T vietag uzémé A. 99 nukleotidas buvo ne G, o T. 102 pozicijoje
jvyko pasikeitimas i§ T j C. 105 padétyje G pakeistas j A. 114 pozicijoje A pasikeité j T. 117
nukleotidas vietoje C buvo T. 119 padétyje G vietg uzémé T. 130 pozicijoje G pakeistas j C, o
131 — Cj T. 137 padétyje jvyko pasikeitimas i§ A j G. 149 nukleotido vietoje C pasikeité j T.
153 pozicijoje C pakeistas j A. 155 padétyje vietoje T buvo C. 167 pozicijoje G pakeistas j A.
171 padétyje esantis T pakeistas j A. 177 nukleotido vietoje buvo pasikeitimas i T j C. 185 ir
187 pozicijoje buvo ne G, 0 A. 189 padétyje G pakeistas j C. 208 pozicijoje jvyko pokytis i§ T
1 C. 212 padétyje A pasikeité j G. 215 nukleotidas pasikeité i§ G j T. 221 pozicijoje T pakeistas
1 G. 227 padétj uzémé ne A, 0 G. 259 pozicijoje G pasikeité j A, 0 260 — A j G. 275 nukleotidas
pakeistas i8 G j C. 279 ir 282 padétyje G pakeistas j A. 287 pozicijoje A pakeistas j G, o 288 —
C j T. 29 ir 299 padétyje esantys C pakeisti j T. 306 pozicijoje vietoje A buvo G. 308
nukleotidas pasikeité i§ C j T. 326 ir 373 padétyse T pasikeité j A. Rezultatai patalpinti 25

lenteléje.

25 lentele. AKMV fragmento MGF505-10R sekos i§ Lietuvoje paimty méginiy ir Afrikoje randamos

atmainos Ken05/Tk1. Raudonai pazymeéti besiskiriantys nukleotidai.

Lietuvoje TTTTTGATGTTGCATTCGCCCATAAAAATTTATCCTTAT
nusekvenuotas ACGTTTTAGGGTATGAACTTCTCATGCACAAAGTAAAT
Afrikinio kiauliy maro | ACAGAGGCTGCATATATAGAATTACCCAATTTGCTATC
viruso fragmentas ATATCACCTTCGAACTGCGGCGGCAGGAGGTCTTCTTA
MGF505-10 ACTTTATGTTAGAAACAATAAAGCATGGTGGATATCTG

GATAAAACGGTTTTATCCGCGGCTATCAGGTACAAGCA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCAGGTTCCCCG
TAAAACCGTTAAAAAACTGTTACTCTATGCTGTGCAGG
CTCGGGCCCCCAAAAAAACACTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAA

Afrikinio kiauliy maro | TTTTTGATGTTGCCCTGCTCCATAAAAATTTATCCTTAT
‘Qg‘rj‘%‘; ﬁ}?ﬂ?g;memas ATGTTTTAGGGTATGAACTTCTTATGCACAAAGTGAAT
MGF505-10R ACAGAGGCTGCAAATATAGATGTATCCGATTTGCTAAC
ACAGCACCTTCGAAGCGCGGCAGCAGGAGGTCTCCTTC

ATTTTATGTTAGAGACATTAAAGTATGGTGGGTGTGTG
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GATAAAACGGTTTTATTCGCAGCGATCAGTTACAAACA
TAGGAAAATTGTGGCTCATTTTATTCATCGAGTTCCCCG
TAAAACGGTTGAAGAACTATTACTCCATGCCGTGCAGA
CCCGGGCCCCCAAAAAAACTCTGAACCTACTTTTATCT
TCCTTAAACTACTCCGTGCACACCATCAT
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ISVADOS

Parinktos optimalios PGR salygos: patikrintas pradmeny specifiSkumas, nustatyta

tinkamiausia pradmeny prilydimo temperatiira ir reakcijos misinys.

. Atlikta Lietuvoje cirkuliuojancio Afrikinio kiauliy maro viruso fragmento MGF505-

10R Sanger sekoskaita, kurios rezultate gauti 48 fragmentai.

. Pasitelkiant NCBI BLAST programg internete buvo surastos 68 Zinomos Afrikinio

kiauliy maro viruso atmainy geny Sekos i§ viso pasaulio.

. Palygintos Lietuvoje cirkuliuojancios atmainos ir kity rasty atmainy sekos ir pastebéta,

jog lietuviskosios sekos skiriasi nuo kity Saliy varianty:

Lyginant su Europoje paplitusiomis atmainomis (Georgia 2007/1, ASFV
CzechRepublic  2017/1, ASFV  Moldova 2017/1, ASFV strain
Belgium/Etalle/wb/2018, ASFV/Kyiv/2016/131, ASFV_HU 2018,
ASFV/LT14/1490, ASFV-wbBS01, ASFV Belgium 2018/1, Georgia 2008/2,
Georgia 2008/1, China/2018/AnhuiXCGQ, ASFV/POL/2015/Podlaskie ir
Estonia 2014), pastebétas vieno nukleotido pasikeitimas paskutinéje fragmento

padétyje;

Tas pats vieno nukleotido pokytis matomas ir Kinijoje paplitusiose viruso
atmainose  ASFV  Wuhan  2019-2, ASFV  Wuhan 2019-1 ir
ASFV/pig/China/CAS19-01/2019 ir Pig/HLJ/2018 bei Afrikos atmainoje
Mkuzi 1979.

Kiti Afrikoje paplite viruso variantai turéjo daugiau nei vieno nukleotido
skirtumg lyginant su lietuviSkuoju ir Sie skirtumai varijavo priklausomai nuo

atmainos.
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PADEKA
Norééiau nuoSirdziai padékoti savo baigiamojo darbo vadovei Simonai
Pilevicienei uz patarimus, pagalbg ir palaikymg rengiant $j darba.

Taip pat noréciau iSreiksti padéka ir kitiems Nacionalinio maisto ir veterinarijos
rizikos vertinimo instituto molekulinés biologijos ir GMO skyriaus kolegoms, kurie visada

iStiesdavo pagalbos ranka iSkilus neaiSkumams.
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SANTRAUKA

Gréeta Gudonyté

Lietuvoje cirkuliuojanc¢io Afrikinio kiauliy maro viruso fragmento MGF505-10R molekuliné

analizé

Afrikinis kiauliy maras yra smarkiai paplitusi ir didele socio-ekonoming zala
galinti sukelti gyviiny liga. Kolkas néra rastas veiksmingas ir Salutinio poveikio neturintis
vakcinos variantas prieS§ §] susirgimg. Didzigja dalimi taip yra dé¢l didelés viruso jvairoves,
apimancios 24 skirtingus genotipus ir jy atmainas. D¢l §ios priezasties yra svarbu iSanalizuoti
Jvairias viruso atmainas ir jy sgsajas tarpusavyje. Todél buvo vykdytas Sis baigiamasis darbas,
kurio metu buvo atlikta vieno i§ AKMV genomo fragmenty — MGF505-10R sekoskaita.
Panaudojus Sanger metodikg ir iSanalizavus gautus rezultatus pastebéta, jog Lietuvoje
paplitusioje viruso atmainoje buvo matomas vieno nukleotido skirtumas, lyginant su kitomis
Europos atmainomis ir daugiau nei vieno nukleotido skirtumas atlikus palyginima su
zinomomis sekomis i§ Afrikos izoliaty. Tai jrodo, jog AKMV yra nuolat Kintantis ir turintis

skirtingus variantus netgi to paties genotipo ribose.
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SUMMARY

Gréeta Gudonyté

Molecular Analysis of Lithuania Circulating African Swine Fever Virus Fragment MGF505-
10R

African swine fever is a widely spreaded suidae disease, having a huge socio-
economic impact. To this day, an effective vaccine without any side effects has not been
discovered. Main reason for this problem is a wide variety of different African swine fever virus
strains that include 24 genotypes ant differences inside those. For this reason it is important to
analyse each strain and find conections between them. This paper was also written to analyse
African swine fever virus Lithuanian isolate. It was done by sequencing using Sanger method.
After analysing the results of this experiment it was clear that Lithuanian isolate has a single
nucleotide mutation in comparison with other European isolates. After sequence alignments
with data from African strains there has been multiple mutations throughout fragment
MGF505-10R. These results show that AFSV is continually changing and has different genome

variants between genotipes.

49



LITERATUROS SALTINIAI

1. Alejo, A., Matamoros, T., Guerra, M., and Andrés, G. (2018). A Proteomic Atlas of the African
Swine Fever Virus Particle. J. Virol. 92, e01293-18, /jvi/92/23/e01293-18.atom.

2. Andrés, G., Charro, D., Matamoros, T., Dillard, R.S., and Abrescia, N.G.A. (2020). The cryo-EM
structure of African swine fever virus unravels a unique architecture comprising two icosahedral
protein capsids and two lipoprotein membranes. J. Biol. Chem. 295, 1-12.

3. Arias, M., de la Torre, A., Dixon, L., Gallardo, C., Jori, F., Laddomada, A., Martins, C., Parkhouse,
R.M., Revilla, Y., Rodriguez, F. and J.-M., et al. (2017). Approaches and Perspectives for
Development of African Swine Fever Virus Vaccines. Vaccines 5, 35.

4. Barasona, J.A., Gallardo, C., Cadenas-Fernandez, E., Jurado, C., Rivera, B., Rodriguez-Bertos, A.,
Arias, M., and Sanchez-Vizcaino, J.M. (2019). First Oral Vaccination of Eurasian Wild Boar Against
African Swine Fever Virus Genotype Il. Front. Vet. Sci. 6, 137.

5. Bellini, S., Rutili, D., and Guberti, V. (2016). Preventive measures aimed at minimizing the risk of
African swine fever virus spread in pig farming systems. Acta Vet. Scand. 58, 82.

6. Blome, S., Gabriel, C., and Beer, M. (2013). Pathogenesis of African swine fever in domestic pigs
and European wild boar. Virus Res. 173, 122-130.

7. Chenais, E., Depner, K., Guberti, V., Dietze, K., Viltrop, A., and Stahl, K. (2019). Epidemiological
considerations on African swine fever in Europe 2014-2018. Porc. Health Manag. 5, 6.

8. Correia, S., Ventura, S., and Parkhouse, R.M. (2013). Identification and utility of innate immune
system evasion mechanisms of ASFV. Virus Res. 173, 87-100.

9. Costard, S., Wieland, B., de Glanville, W., Jori, F., Rowlands, R., Vosloo, W., Roger, F., Pfeiffer,
D.U., and Dixon, L.K. (2009). African swine fever: how can global spread be prevented? Philos.
Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 364, 2683—-2696.

10. Cwynar, P., Stojkov, J., and Wlazlak, K. (2019). African Swine Fever Status in Europe. Viruses
11, 310.

11. Dixon, L.K., Islam, M., Nash, R., and Reis, A.L. (2019). African swine fever virus evasion of host
defences. Virus Res. 266, 25-33.

12. Eblé, P.L., Hagenaars, T.J., Weesendorp, E., Quak, S., Moonen-Leusen, H.W., and Loeffen,
W.L.A. (2019). Transmission of African Swine Fever Virus via carrier (survivor) pigs does occur. Vet.
Microbiol. 237, 108345.

13. Farlow, J., Donduashvili, M., Kokhreidze, M., Kotorashvili, A., Vepkhvadze, N.G., Kotaria, N.,
and Gulbani, A. (2018). Intra-epidemic genome variation in highly pathogenic African swine fever
virus (ASFV) from the country of Georgia. Virol. J. 15, 190.

14. Forth, J., Forth, L., King, J., Groza, O., Hiibner, A., Olesen, A., Hoper, D., Dixon, L., Netherton,
C., Rasmussen, T., et al. (2019). A Deep-Sequencing Workflow for the Fast and Efficient Generation
of High-Quality African Swine Fever Virus Whole-Genome Sequences. Viruses 11, 846.

15. Gallardo, C., Fernandez-Pinero, J., Pelayo, V., Gazaev, |., Markowska-Daniel, 1., Pridotkas, G.,
Nieto, R., Fernandez-Pacheco, P., Bokhan, S., Nevolko, O, et al. (2014). Genetic Variation among 16.

50



African Swine Fever Genotype Il Viruses, Eastern and Central Europe. Emerg. Infect. Dis. 20, 1544
1547.

17. Gallardo, C., Nieto, R., Soler, A., Pelayo, V., Fernandez-Pinero, J., Markowska-Daniel, 1.,
Pridotkas, G., Nurmoja, 1., Granta, R., Simén, A., et al. (2015a). Assessment of African Swine Fever
Diagnostic Techniques as a Response to the Epidemic Outbreaks in Eastern European Union
Countries: How To Improve Surveillance and Control Programs. J. Clin. Microbiol. 53, 2555-2565.

18. Gallardo, M.C., Reoyo, A. de la T., Fernandez-Pinero, J., Iglesias, 1., Mufioz, M.J., and Arias,
M.L. (2015b). African swine fever: a global view of the current challenge. Porc. Health Manag. 1, 21.

19. Gaudreault, N.N., and Richt, J.A. (2019). Subunit Vaccine Approaches for African Swine Fever
Virus. Vaccines 7, 56.

20. Golding, J.P., Goatley, L., Goodbourn, S., Dixon, L.K., Taylor, G., and Netherton, C.L. (2016).
Sensitivity of African swine fever virus to type I interferon is linked to genes within multigene
families 360 and 505. Virology 493, 154-161.

21. Guinat, C., Gogin, A., Blome, S., Keil, G., Pollin, R., Pfeiffer, D.U., and Dixon, L. (2016).
Transmission routes of African swine fever virus to domestic pigs: current knowledge and future
research directions. Vet. Rec. 178, 262-267.

22. Haines, F.J., Hofmann, M.A., King, D.P., Drew, T.W., and Crooke, H.R. (2013). Development and
Validation of a Multiplex, Real-Time RT PCR Assay for the Simultaneous Detection of Classical and
African Swine Fever Viruses. PLoS ONE 8, e71019.

23. Inmaculada Galindo, and Covadonga Alonso (2017). African Swine Fever Virus: A Review.
Viruses 9, 103.

24. Jurado, C., Martinez-Avilés, M., De La Torre, A., Stukelj, M., de Carvalho Ferreira, H.C., Cerioli,
M., Sanchez-Vizcaino, J.M., and Bellini, S. (2018). Relevant Measures to Prevent the Spread of
African Swine Fever in the European Union Domestic Pig Sector. Front. Vet. Sci. 5, 77.

25. Karger, A., Pérez-Nuiiez, D., Urquiza, J., Hinojar, P., Alonso, C., Freitas, F.B., Revilla, Y., Le
Potier, M.-F., and Montoya, M. (2019). An Update on African Swine Fever Virology. Viruses 11, 864.

26. Malogolovkin, A., and Kolbasov, D. (2019). Genetic and antigenic diversity of African swine
fever virus. Virus Res. 271, 197673.

27. Malogolovkin, A., Burmakina, G., Titov, 1., Sereda, A., Gogin, A., Baryshnikova, E., and
Kolbasov, D. (2015). Comparative Analysis of African Swine Fever Virus Genotypes and Serogroups.
Emerg. Infect. Dis. 21, 312-315.

28. Martinez-Lopez, B., Perez, A.M., Feliziani, F., Rolesu, S., Mur, L., and Sanchez-Vizcaino, J.M.
(2015). Evaluation of the risk factors contributing to the African swine fever occurrence in Sardinia,
Italy. Front. Micrabiol. 06.

29. Mazur-Panasiuk, N., and Wozniakowski, G. (2019). The unique genetic variation within the
0174L gene of Polish strains of African swine fever virus facilitates tracking virus origin. Arch. Virol.
164, 1667-1672.

30. Mazur-Panasiuk, N., Wozniakowski, G., and Niemczuk, K. (2019a). The first complete genomic
sequences of African swine fever virus isolated in Poland. Sci. Rep. 9, 4556.

31. Mazur-Panasiuk, N., Zmudzki, J., and Wozniakowski, G. (2019b). African swine fever virus —

persistence in different environmental conditions and the possibility of its indirect transmission. J. Vet.
Res. 63, 303-310.

51



32. NACIONALINIS MAISTO IR VETERINARIJOS RIZIKOS VERTINIMO INSTITUTAS.
Standartiné darbo procediira — Aviy priono baltymo genotipo nustatymas. 2014, psl. 1 —11.

33. Netherton, C.L., Connell, S., Benfield, C.T.O., and Dixon, L.K. (2019). The Genetics of Life and
Death: Virus-Host Interactions Underpinning Resistance to African Swine Fever, a Viral Hemorrhagic
Disease. Front. Genet. 10.

34. Penrith, M.-L., and Vosloo, W. (2009). Review of African swine fever: transmission, spread and
control. 5.

35. Reis, A.L., Abrams, C.C., Goatley, L.C., Netherton, C., Chapman, D.G., Sanchez-Cordon, P., and
Dixon, L.K. (2016). Deletion of African swine fever virus interferon inhibitors from the genome of a
virulent isolate reduces virulence in domestic pigs and induces a protective response. Vaccine 34,
4698-4705.

36. Revilla, Y., Pérez-Nuiiez, D., and Richt, J.A. (2018). African Swine Fever Virus Biology and
Vaccine Approaches. In Advances in Virus Research, (Elsevier), pp. 41-74.

37. Sanchez-Cordén, P.J., Montoya, M., Reis, A.L., and Dixon, L.K. (2018). African swine fever: A
re-emerging viral disease threatening the global pig industry. Vet. J. 233, 41-48.

38. Sanchez-Vizcaino, P.J.M., Martinez-Lopez, B., Martinez-Avilés, M., Martins, C., Boinas, F.,
Michaud, V., Jori, F., Etter, E., Albina, E., and Roger, F. Scientific review on African Swine Fever.
142.

39. Sang, H., Miller, G., Lokhandwala, S., Sangewar, N., Waghela, S.D., Bishop, R.P., and Mwangi,
W. (2020). Progress Toward Development of Effective and Safe African Swine Fever Virus Vaccines.
Front. Vet. Sci. 7, 84.

40. Schulz, K., Staubach, C., and Blome, S. (2017). African and classical swine fever: similarities,
differences and epidemiological consequences. Vet. Res. 48, 84.

41. Taylor, R.A., Condoleo, R., Simons, R.R.L., Gale, P., Kelly, L.A., and Snary, E.L. (2020). The
Risk of Infection by African Swine Fever Virus in European Swine Through Boar Movement and
Legal Trade of Pigs and Pig Meat. Front. Vet. Sci. 6, 486.

42. Wozniakowski, G., Fraczyk, M., Niemczuk, K., and Pejsak, Z. (2016). Selected aspects related to
epidemiology, pathogenesis, immunity, and control of African swine fever. J. Vet. Res. 60, 119-125.

43. Zhu, J.J., Ramanathan, P., Bishop, E.A., O’Donnell, V., Gladue, D.P., and Borca, M.V. (2019).
Mechanisms of African swine fever virus pathogenesis and immune evasion inferred from gene
expression changes in infected swine macrophages. PLOS ONE 14, e0223955.

44. Zsak, L., Lu, Z., Burrage, T.G., Neilan, J.G., Kutish, G.F., Moore, D.M., and Rock, D.L. (2001).
African Swine Fever Virus Multigene Family 360 and 530 Genes Are Novel Macrophage Host Range
Determinants. J. Virol. 75, 3066—-3076.

45, Zsak, L., Borca, M.V., Risatti, G.R., Zsak, A., French, R.A., Lu, Z., Kutish, G.F., Neilan, J.G.,

Callahan, J.D., Nelson, W.M., et al. (2005). Preclinical Diagnosis of African Swine Fever in Contact-
Exposed Swine by a Real-Time PCR Assay. J. Clin. Microbiol. 43, 112-119.

52



