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SANTRUMPOS

Ag - antigenas;

Ak — antiktnai;

AKID - (angl. tissue culture infectious dose) — audiniy kultury infekciné doze;
ANSES - (pranc. Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail) — Nacionaliné maisto, aplinkos ir profesinés
sveikatos ir saugos agentiira;

AT — atvirkStiné transkriptaze;

AT-PGR - atvirkstinés transkripcijos polimerazeés grandininé reakcija;

BHK - (angl. Baby Hamster Kidney cell culture) — Ziurkéno jauniklio inksto
lasteliy linija;

bp— baziy poros;

CNS - centriné nervy sistema;

CPE - (angl. cytopathogenic efect) — citopatogeninis efektas;

CVS-11 — (angl. Challenge/control virus strain) — laboratoriné pasiutligés
viruso paderme;

DMEM - (angl. Dulbecco‘s modified Eagles medium) — lasteliy mitybiné
terpe;

EK — Europos Komisija;

ERA - (angl. Evelyn Rokitnicki Abelseth strain) —pasiutligés viruso padermé;
ES - Europos Sajunga;

FAVN - (angl. Fluorescent Antibody virus neutralisation test) viruso
neutralizacijos fluorescuojanciais antikiinais testas;

FAT - (angl. Fluorescent Antibody test) fluorescuojanciy antikiiny testas;
FITC — fluoresceino izotiocionatas;

FVS — fetalinis verSelio serumas;

ICTV - (angl. International Committee on Taxonomy of Viruses) —
Tarptautinis virusy taksonomijos komitetas;

IFA — imunofermentiné analizé;

LR - Lietuvos Respublika;



Mabs — (angl. Monoclonal antibodies) — monokloniniai antikiinai;

MIT - (angl. Mouse Inoculation test) — peliy infekavimo tyrimas;

MNA - (angl. murine neuroblastoma) — Peliy neuroblastoma;

N2a CCL-131 - (angl. murine neuroblastoma cell culture) — peliy
neuroblastomos lasteliy linija;

NEE - (angl. North East Europe) — Siaurés Ryty Europos;

NMVRVI — Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo institutas;
ORYV - oraliné vakcinacija nuo pasiutligés viruso;

OT - optinis tankis;

PBS — (angl. Phosphate buffered saline) —fosfatinis buferinis tirpalas;

PGR - polimerazés grandininé reakcija;

PGSO - Pasaulin¢ gyviiny sveikatos organizacija;

PSO - pasauliné sveikatos organizacija;

RBE - (angl. Rabies Bulletin Europe) — pasiutligés Europos biuletenis;

RNR - ribonukleoriigstis;

RVI — pasiutligés viruso iSskyrimas;

RV - (angl. Rabies virus) — pasiutliges virusas;

RTCIT - (angl. Rabies Tissue Culture Infection Test) — audiniy kultiiry
infekavimo pasiutligés virusu metodas;

SAD - (angl. Street Alabama Dufferin) — viruso vakcinin¢ padermé;

SAG - (angl. Street Alabama Gif) — viruso vakcininé paderme;

TMB - (angl. 3-,3-5-5 tetramethylbenzidine)y - 3-, 3-, 5-, 5
tetrametilbenzidinas;

VMVT - Valstybiné maisto ir veterinarijos tarnyba;

VN - virusy neutralizacija;

V- RG - (angl. Vaccinia-Rabies Glycoprotein)— raupy viruso vakcininé

padermé — pasiutligés glikoproteinas



1. [VADAS

Pasiutligé yra virusiné liga — viena i§ seniausiy ir pavojingiausiy Zmoniy
ir gyvuny ligy. Tai liga, kuri yra perduodama tiesiogiai nuo gyviino gyvinui, ir
nuo gyvino Zmogui. Zmoniy pasiutligé yra fataliskiausia i§ kada nors girdéty
ligu (Rupprecht, 2004). Liga sukelia neurotropinis virusas, priklausantis
Lyssavirus genties Rhabdoviridae Seimai. Tai RNR turintis virusas, kurio
daugiausia randama sergan¢iy Zmoniy, naminiy ir laukiniy gyviiny galvos
smegenyse, daug - stuburo smegenyse, seiliy liaukose, seilése. Sia liga
uzsikre¢iama kai pasiutgs gyviinas jkanda Zmogui ar kitam gyviinui, ar apseil¢ja
suzalota oda. Zmonés daZniausiai uZsikretia nuo valkataujan¢iy naminiy
gyviny, todél islieka visiems reali uZsikrétimo pasiutligés virusu (RV) grésmé.
Nepaisant esamuy pasiutligés prevencijos priemoniy, Zmonés turéty vengti
kontakty su neZinomais ir keisto elgesio gyvinais, o ivykusi salyti ivertinti kaip
pavoju gyvybei. Ankstyvieji pasiutligés poZymiai Zmonéms yra nespecifiniai:
karS¢iavimas, drebulys, galvos skausmas, bendri negalavimai (OIE, 2008;
Tortora et al.,, 2010). Kai liga ima progresuoti, atsiranda neurologiniai
simptomai: nerimas, baim¢, nemiga, sumiSimas, dalinis paralyZius,
haliucinacijos, seilétekis, pasunkéjes rijimas, agresija. Mirtis paprastai ivyksta
po keliy dieny nuo simptomy atsiradimo (Dietzschold et al., 1987; Fooks et al.,
2009).

Pirmieji pasiutligés laboratoriniai tyrimai buvo atlikti XIX amZiuje.
Nuo tada buvo imtasi Zmoniy apsaugojimo priemoniy, pradedama gyviiny
pasiutligés kontrol¢ ir studijuojama Sios ligos epidemiologija, patogeneze ir
imuninis atsakas. Daugumoje ekonomiSkai iSsivys¢iusiy Saliy pasiutligés
diagnostikos sistema yra labai gerai organizuota, kuri veikia greitai ir
efektyviai. Yra sukurtos labai efektyvios Zmoniy apsaugos priemonegs,
technologiSkai iSvystytos Sios ligos kontrolés ir likvidavimo priemoniy
sistemos. Taciau nepaisant to, pasiutligé vis dar sukelia labai didelius

ekonominius nuostolius, o Zmoniy mirtys ypa¢ daZnai pasitaiko Afrikos,



Azijos ir Piety Amerikos regionuose (Bourhy et al., 1992, Schneider et al.,
1994).

Plésrieji Zinduoliai (lapés, usiiriniai Sunys, SikSnosparniai, vilkai ir kt.)
yra pagrindinis pasiutligés uZsikrétimo Saltinis laukinéje faunoje. Daugiausia
(85 proc.) teigiamy pasiutligés atveju sudaro rudosios lapés (Vulpes vulpes),
kurios yra vienos i§ pagrindiniy pasiutligés viruso platintoju (Aubert et al.,
1995). Antrasis pagal dydj pasiutligés Saltinis Europoje yra ustriniai Sunys
(Nyctereutes procyonoides). Siy gyvany prisitaikymo sugebéjimai naujose
aplinkos salygose yra geresni nei lapiy (WHO, 2010).

Lietuvoje 1919-1921 metais pasiutligé nebuvo diagnozuota, taciau $§i
informacija abejotina, kadangi netrukus, 1922 metais, nustatyti 222 gyvinai,
uzsikréte Sia liga. 1923 metais didZiausi pasiutligés protrikiai buvo apraSyti
Kédainiy, Raseiniy, Kauno ir Panevézio apskrityse (Sviciulis ir kt., 1989).
1924-1927 metais buvo registruotas 261 infekuotas gyviinas, 1928-1931
metais — 288. 1940-1950 metais daugiausia pasiutlige buvo infekuoti katés ir
Sunys, 1960-1969 metais nustatyti 1094 gyviiny pasiutligés atvejai. Dazniau
buvo infekuoti naminiai gyviinai (68%) negu laukiniai gyviinai (32%). 1970-
1979 metais nustatyti 1333 pasiutligés atvejai, naminiy ir laukiniy gyviny
infekuotumas buvo beveik vienodas. 1980-1989 metais apraSytas 1251
pasiutligés atvejis (Sviciulis ir kt., 1989). 1994-2003 metais pasiutlige buvo
registruojama visoje Lietuvoje (Milius ir kt., 2004). DaZniausiai pasiutlige
infekuoti laukiniai ir naminiai gyviinai, taciau pasitaiko ir Zmoniy susirgimuy,
ypa¢ Baltarusijoje, Rusijoje, Ukrainoje, kur pasiutligés virusu infekuota daug
naminiy gyvuny (RBE, 2011).

Vienintelis ir efektyviausias apsisaugojimo biidas nuo pasiutligés,
apkandZiojus serganCiam ar neZinomam gyvinui, yra imunoprofilaktika. Kuo
greiCiau bus pradéta vakcinacija, tuo greiiau pasiekiamas aukStesnis
imuniteto lygis (Toovey et al., 2007). Zmogus kontaktaves su neZinomu
naminiu ar laukiniu gyviinu turi kuo skubiau pasiskiepyti nuo pasiutligés ir
paskirto vakcinacijos kurso nenutraukti. Siekiant iSvengti pasiutligés plitimo

naminiy gyviny populiacijoje, jie turi buti kasmet profilaktiSkai vakcinuojami



nuo pasiutligés. Jau 1897 metais gydytojo V. Orlovskio iniaciatyva Vilniuje
buvo ikurta pirmoji ir viena i§ seniausiy Pastero sto¢iy (Sviciulis ir kt., 1989).
Joje buvo gaminamos vakcinos, skiepijama nuo pasiutligés, atlieckami
moksliniai tyrimai. Pagrindiné priemoné siekiant likviduoti pasiutligés
paplitima mésedziy laukiniy gyviny populiacijoje yra oraliné vakcinacija
(ORV) (Cliquet et al., 2010). Lietuvoje pirmoji laukiniy gyviiny ORV buvo
pradéta 1995-2000 metais. Lapiy oralinés vakcinacijos poveikis jvertintas
pagal diagnostinius tyrimus, nustatant sumedzioty lapiy Zandikauliuose
isijungusi Zymeklj — tetracikling (Milius ir kt., 2004). Taciau laukiniy gyviiny
ORYV efektyvumo tyrimai i§ kraujo nustatant imunini atsaka (RV specifinius
antiklinus kraujo seume) Lietuvoje 1995-2000 metais nebuvo atliekami.
2001-2005 metais oraliné lapiy vakcinacija prie§ pasiutlige nebuvo atlikta.
Nuo 2006 mety Lietuvoje vel buvo pradéta laukiniy gyviny ORV naudojant
nusilpninta SAD Berne vakcina (Bioveta, Cekijos Respublika), o nuo 2011
mety nusilpninta SAD B19 vakcina (Fuchsoral, Vokietija).

Siuo metu pasiutligé vis dar yra nustatoma tiek Lietuvos tiek ir kitose
Salyse (Rusija, Lenkija, Baltarusija ir Latvija). Pasiutligés epidemiologinés
situacijos ir vakcinacijos efektyvumo tyrimai misy Salyje padés iSaiSkinti ligos
plitimo tendencijas ir sumazins pavojy Zmoneéms uzsikrésti pasiutlige. Tuo
tikslu naudojami ivairtis pasiutligés imunologiniai tyrimo metodai, o jos

likvidavimui — efektyvios imunoprofilaktikos priemonés — vakcinos.

DARBO TIKSLAS

[8aiskinti laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés epidemiologing situacija
Lietuvoje, atlikti pasiutligés diagnostikos bei imunoprofilaktikos efektyvumo

tyrimus.

DARBO UZDAVINIAI

1. Ivertinti laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés viruso epidemiologinius

ypatumus Lietuvoje 2003-2011 metais.
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2. Nustatyti pasiutligés paplitimo geografinius ypatumus Lietuvoje 2007-
2011 metais.

3. Atlikti pasiutligés diagnostikos (fluorescuojanciy antikiiny (FAT) ir audiniy
kultiry infekavimo  pasiutligés virusu (RTCIT) metodais) ir
imunoprofilaktikos efektyvumo (imunofermentinés analizés (IFA) ir RV
neutralizacijos fluorescuojanciais antikiinais (FAVN) metodais) tyrimus
laukiniy ir naminiy gyviiny meéginiuse bei palyginti ir {vertinti naudojamus
metodus.

4. Atlikti laukiniy ir naminiy gyviny pasiutligés virusy filogeneting analizg
nukleoproteino (N) geno regione ir nustatyti, kokio geografinio tipo RV
cirkuliuoja.

5. ApZvelgti ir jvertinti Lietuvoje taikomas pasiutligés prevencijos priemones

Zmonéms, laukiniams ir naminiams gyviinams.

MOKSLINIS DARBO NAUJUMAS IR PRAKTINE REIKSME

Nustatyta, kad 2003-2011 metais laukiniy gyviiny tarpe Lietuvoje
usiiriniai Sunys (Nyctereutes procyonoides) ir rudosios lapés (Vulpes vulpes)
yra pagrindiniai laukinés faunos pasiutligés viruso neSiotojai gamtoje.
Nustatyta, pasiutligés geografinio vaizdo apibréZta riba yra ties Nemuno upe,
skirianti Lietuvos Pieting dali — Lenkijos pasienyje ir kiek maZesniu mastu ties
Neries ir Sventosios upémis, skirianti Lietuvos Ryting dali — Latvijos
pasienyje.

Naudoti pasiutligés diagnostikos metodai pasizymi speciSkumu ir
jautrumu. Irodyta, kad kartu taikant tiesiogini FAT ir RTCIT metodus, galima
uztikrinti greita ir efektyvy RV nustatyma laukiniy ir naminiy gyviiny
tirlamuosiuose meéginiuose, tuo uZtikrinant diagnozés patvirtinimg deél
uzsikrétimo RV. ORV periodu 2007-2011 metais pirma karta atlikta naminiy
ir laukiniy gyviiny RV izoliaty filogenetiné analizé N geno srityje atvirkStinés

transkripcijos polimerazés grandininés reakcijos (AT-PGR) metodu. Laukiniy
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ir naminiy gyviiny populiacijoje paplitusio RV N geno filogenetiné analizé
parodé, kad lietuviskos padermés patenka j Siaurés Ryty Europos pogrupi.
Pirma karta 2006-2011 m. atliktas usiiriniy Suny ir rudyjy lapiy ORV
efektyvumo vertinimas kiekybiniu IFA tyrimo metodu, nustatant specifinius
vakcininiam pasiutligés virusui antikiinus kraujo méginiuose. Nustatytas
metodo jautrumas ir specifiSkumas parodé, kad IFA metodas yra
tinkamiausias ORV efektyvumui jvertinti, nes Siuo metodu galima nustatyti
vidutinius ir Zemus titrus net ir labai uZter§tuose méginiuose. Si tyrimo
metoda rekomenduojame naudoti laukinés faunos ORV efektyvumo
tvertinimui. Nustatyta, kad Lietuvoje naudojamos vakcinos nuo pasiutligés —
efektyvi ir saugi imunoprofilaktikos priemoné, stabdanti pasiutligés plitima.
Atlikti vakcininiam pasiutligés virusui specifiniy antikiiny dinamikos tyrimai
parode, kad naudojant SAD Berne vakcing laukiniy gyviiny ORV efektyvumo

procentas yra aukStesnis, nei naudojant SAD B19.

GINAMIEJI TEIGINIAI

e Lietuvoje laukiniy ir naminiy gyviiny populiacijose nuo 2003 iki 2006 mety
pasiutligés teigiamy atvejy daugéjo dél netaikomy laukiniams gyviinams
imunoprofilaktikos priemoniy. 2006-2011 mety laikotarpyje laukiniams
gyviinamas  (rudosioms lapéms ir uslriniams Sunims) taikytos
imunoprofilaktikos priemonés nuo pasiutligés efektyviai stabilizavo
pasiutliges plitima.

e Naudoti pasiutligés diagnostikos metodai yra specifiSki ir patikimi.

e Naudotos imunoprofilaktikos priemonés pasizZymi efektyviu poveikiu.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Trumpa pasiutligés istorija

Pasiutligé — Gminé virusiné Siltakraujy gyviiny liga, paZeidZianti
centring nervy sistema. Liga sukelia neurotropinis virusas, priklausantis
Lyssavirus genties Rhabdoviridae Seimai (Bourhy et al., 1993). Tai RNR
turintis virusas, kurio daugiausia randama sergan¢iy gyvuliy galvos
smegenyse, daug - stuburo smegenyse, seiliy liaukose, seilése. Sia liga
uzsikreCiama kai pasiutgs gyviinas ijkanda kitam gyviinui ar Zmogui, ar
apseiléja suZalota oda. Zmonés daZniausiai uZsikretia nuo valkataujandiy
naminiy gyviny, todé¢l iSlieka reali uZsikrétimo pasiutligés virusu grésmé.
Pasiutligé jau buvo Zinoma daugiau kaip prie§ 2000 mety ir pirma karta
raSytiniuose Saltinuose paminéta Mesopotamijoje XXIII amZiuje pr. Kr.
(Adamson, 1977, Blancou, 2004). Pasiutligé yra paplitusi beveik visuose
pasaulio Zemynuose - Azijoje, Afrikoje, Euoropoje ir Amerikoje, iSskyrus
Antarktida, taciau yra Saliy ir saly kuriose néra pasiutligés - Japonija,
Naujojoji Zelandija, Graikija, Portugalija, Cilé (Dacheux et al., 2008). Kasmet
nuo Sios ligos mirSta apie 55 000 pasaulio gyventoju (Hemachudha, 1997;
tkandimo daZniausiai pasirodo 30-50 dieng (Tortora et al., 2010). PasireiSkus
pasiutligés simptomams Zmogus ar gyviinas paprastai mirsta.

Apie Suny pasiutlige savo veikaluose jau rasé Demokritas,
Aristotelis ir Plutarchas, nurodydami, kad Suns savininkas, jei tam pasireiSké
pasiutligés simptomai, turi imtis apsisaugojimo priemoniy nuo ikandimuy.
Senovés graikai mane, kad pasiutlige sukelia po liezuviu esancios kirmélaites,
todel liga vadino ,,Lyssa“ (Adamson, 1977). Sia liga pirmame misy eros
amziuje apras¢ Kornelijus Celcijus, kuris pastebéjo, kad Sia liga sergantys
ligoniai bijo vandens ir pavadino pasiutlige hydrophobia, todé¢l pasiutligé dar
vadinama hidrofobija (vandens baime) (Adamson, 1977). Zodis ,,rabies*

kilgs nuo zZodZio ,rabhas®, kuris sanskrito kalboje reiSkia ,,smurtauti*

13



(Wunner, 2007). GraikiSko Zodzio Saknis “lyssa” yra naudojama pasiutliges
Lyssavirus genties pavadinimui (Tortora et al., 2010). Lyssavirus genti sudaro
skirtingy virusy rasys, prie kuriy nurodomas ir genotipas (Bourhy et al, 1993;
ICTV, 2011).

1770 metais Van Svitenas pirmasis apra$¢ zZmogaus pasiutligés
paralyziaus forma. XIX amZiuje buvo pradéta atlikti pasiutligés laboratoriné
diagnostika, imtasi Zmoniy apsaugojimo priemoniy, pradedama gyvuliy
pasiutligés kontrolé ir studijuojama Sios ligos epidemiologija, patogeneze ir
imuninis atsakas (Tortora et al., 2010).

Didziausi nuopelnai tiriant pasiutlige ir atrandant aktyvios
imunizacijos nuo pasiutligés priemones — priskirti L. Pasterui. XIX amZiuje jis
irodé, kad pasiutligés sukéléjas yra virusas, randamas sergancio gyviino seilése,
liaukose ir audiniuose, bet daZniausiai — galvos ir stuburo smegenyse. L.
Pasteras savo eksperimentais nustaté pasiutligés viruso nattralig ,Jlauko*
paderme (pranc. Virus de rues) ir pirma karta dirbtinai iSskyré fiksuota (pranc.
Virus fixe) pasiutligés virusa ir uzkrétgs juo triusi, i§ jo smegeny pagamino
skiepus, kuriuos panaudojo Zmonéms imunizuoti (Sureau et al., 1983). Pirmasis
nuo pasiutligés paskiepytas Zmogus buvo berniukas Joseph Meister, 1885 mety
liepos mén. 6 d. ikastas pasiutusio Suns, jis iSgyveno ir L. Pastero gydymas
paplito po visa pasauli (King et al., 2004). Fiksuotas virusas - iSvestas i§
nattralaus ,,Jauko* viruso 1885 metais, tod¢l gautas pasiutligés viruso biotipas
yra tinkamas pasiutligés vakcinos gamybai (Sureau et al., 1983). Natiiralus
,Jauko* virusas cirkuliuoja tarp laukiniy ir naminiy gyviiny ir pasiZymi ilgu, bet
nevienodos trukmés inkubaciniu periodu. Po kontakto su serganciu laukiniu ar
naminiu gyviinu Zmonés ir gyviinai gali uzsikreésti ir susirgti pasiutlige. Kritusiy
nuo pasiutligés gyviiny pailgosiose smegenyse, Amonio rage ir kitose smegeny

dalyse randama BabeSo-Negrio kiineliy (Sureau et al., 1983).
2.2. Pasiutligés epidemiologija

2.2.1. Pasiutligés paplitimas pasaulyje
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Pasiutlige yra placiai paplitusi visame pasaulyje, daugiau kaip 55 000
Zmoniy mir¢iy atvejy kasmet yra nustatoma bendrai visuose Zemynuose,
iSskyrus Antarktida (Cleaveland et al., 2003; Kobel et al., 2005). Visi
Zinduoliai yra labai imlds pasiutligés virusui, taCiau pagrindiniai ligos
platintojai yra Carnivora ir Chiroptera rusys (t. y. Sunys, lapés, Sakalai,
kojotai, usiiriniai Sunys, skunkai, meSkénai, mangustai) (Bourhy et al., 1993;
WHO, 2004; Rupprecht, 2008). Pasaulyje daugiau nei 98% Zmoniy mirciy
atveju buvo nustatyti del pasiutlige infekuoty Suny ikandimuy (Rupprecht,
2004; WHO 2004; Knobel et al., 2005).

Skirtinguose pasaulio Zemynuose ir Salyse pasiutligés virusa gali
platinti ir infekuoti ivairios gyviinu raSys. Canidea Seimos atstovai yra
pagrindiniai pasiutligés viruso Seimininkai Afrikoje, nes daugeliu atvejy jie
virusu uzkrecia ir Zmones (Fevre et al., 2005). Be to, Afrikoje Canidea Seimos
atstovai (naminiai ir laukiniai Sunys, Sakalai ir vilkai), mangustai ir
SikSnosparniai sukelia pasiutligés epidemijas (Adeiga et al., 1996; Bingham,
2005). Tailande Sunys taip pat yra pagrindinis pasiutligés rezervuaras
(Tepsumethanon et al., 2005). Pasiutligés epidemijas JAV sukelia keletas
gyviny riisiy, bet pagrindinis rezervuaras iSlieka meSkénai ir skunkai (Krebs
et al.,, 2003). Po 1970 mety JAV pradéjo palciai plisti laukiniy gyviiny
pasiutlige, kurig sukeélé meskény pasiutligés epizootija (Childs et al., 2000).
Pasiutligé grauZiky ir kiSkiniy Seimy atstovy tarpe yra nustatoma reciausiai, o
daZniausiai - Siaurés Amerikos 3$vilpikams (Childs et al., 1997) bei
poliarinéms lapéms (Ballard et al., 2001). Sik§nosparniai, sergantys pasiutlige,

taip pat gali uzkresti ir Zmones (Miah, 2005).

2.2.2. Pasiutligés paplitimas Europoje
Europoje rudosios lapés (Vulpes vulpes) yra pagrindinis klasikinés
pasiutligés vektorius ir rezervuaras (Artois, 1992; Kihm et al., 1992; Gylys et
al., 1998). Taciau Ryty ir Siaurés Europoje pasiutligés perdavimo veiksniai

keicCiasi — Siuose regionuose usuriniai Sunys (Nyctereutes procyonoides) ir
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arktinés lapés (Alopex vulpes) ima vyrauti infekcijos grandinéje (Wandeler,
2008).

Apie 1939 metus nuo Lenkijos { vakarus 1400 km paplito lapiy
pasiutligé, per metus paplisdama nuo 20 iki 60 km, taip infekcija paplito
keliose Europos Salyse. 1982 metais tolimiausia vakaruose pasiutliges
paplitimo vieta buvo nustatyta Prancizijoje (EU Commission, 2002).
AStuoniasdeSimt tris procentus teigiamy pasiutligés atvejuy sudaré rudosios
lapés (Vulpes vulpes) (Aubert,1995), kurios buvo pagrindinés pasiutligés
viruso platintojos.

Antrasis pasiutligés Saltinis yra uslriniai Sunys (Nyctereutes
procyonoides). Siy gyviny prisitaikymo sugebéjimai naujose aplinkos
salygose geresni nei lapiy. 1929-1950 metais formuojantis Soviety Sajungai,
Sibire, Mazojoje Azijoje (Kazachstane, Kirgistane) ir Kaukaze gyvenantys
ustriniai Sunys dél kailio vertés buvo pervezti i Europing Soviety Sajungos
dali (Kauhala, 1996). Pirmieji gyviinai buvo pradéti platinti i§ Amiiro ir
Usiirijos regiono (Kauhala, 1996), t. y. véliau usiriniai Sunys buvo gaudomi
populiacijos vietose ir veZami 1 naujus plotus. Nyctereutes procyonoides labai
gerai adaptavosi Ryty Europoje ir greitai paplito 1 vakarus ir rytus.
Pirmiausiai ustriniai Sunys paplito Suomijoje 1935 metais, 1945-1946 metais
pasieké Svedija, 1952 metais Rumunija, 1955 metais Lenkija, 1959 metais
Slovakija, o 1961-1962 metais Vokietija ir Vengrija, 1983 metais Norvegija
(Kauhala, 1996). 1950 metais usiriniai Sunys buvo atveZti 1 Estija ir labai
greitai paplito Latvijoje, Lietuvoje (Baltrunaite et al., 2002). Azijos usiriniy
Suny (Nyctereutes procyonoides) rusis atkeliavusi apie 1920 metus | vakary
Rusija, veliau iSplatino pasiutligés virusa Centrinéje Europoje ir Suomijoje
(10,5 % atvejy) (Finnegan et al., 2002). Usiriniai Sunys Ryty Europoje gali
sudaryti atskira nepriklausoma pasiutligés viruso infekcini cikla (Potzsch et
al., 2006), bet Siuos teiginius patvirtinan¢iy tyrimy nepakanka.

Pagal 2005-2011 mety pasiutligés paplitimo duomenis 13-oje Europos
Saliy pasiutligés atveju nenustatyta (Belgija, Cekijos Respublika, Kipras,

Suomija, Graikija, gvedija, Norvegija, Malta, Danija, Airija, Islandija,
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Portugalija) (RBE, 2011). Pasiutligé yra placiai paplitusi Centrinés ir Ryty
Europos Salyse. 2002 metais Europoje daugiausia pasiutligés atvejy registruota
Rusijoje (3089), Ukrainoje (1549), Lenkijoje (1188), Baltarusijoje (809),
Latvijoje (500) (RBE, 2011). Visos Sios valstybés, iSskyrus Ukraina, yra
Lietuvos kaimynés. Pagal 2005-2011 mety pasiutligés paplitimo duomenis
Centrinés ir Ryty Europos Salyse buvo nustatyti pasiutligés atvejai:
Baltarusijos Respublikoje 6382, Rusijoje 18651, Estijoje 391, Latvijoje 1291,
Lietuvoje 4490, Lenkijoje 551, Ukrainoje 12931. Kaimyninéje Baltarusijos
Respublikoje epidemiologiné pasiutligés situacija kelia grésme ir kitoms
kaimyninéms Salims: Rusijai, Ukrainai, Lenkijai, Lietuvai ir Latvijai.
Baltarusija visa laika yra vertinama kaip endeminé pasiutligés $alis. Zmoniy
pasiutligés atveju skaicius taip pat yra labai aukstas, ypa¢ 1950 m. — nustatyti
52 atvejai. Per 1951-2003 metais Baltarusijos Respublikoje nuo pasiutligés
miré 135 Zmonés, paskutinis Zmoniy pasiutligés atvejis buvo registruotas 2002
metais (Mishaeva et al., 2006). DidZiausias registruotas gyviiny pasiutligés
atveju skaiCius buvo 2003 metais (1077). Vertinant 2003 metais iStirty
laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés paplitima buvo nustatyti 94,9%
pasiutligés atveju (RBE, 2011). Remiantis RBE duomenimis per 2003-2011
mety laikotarpi Baltarusijos Respublikoje buvo nustatyti 5559 pasiutlige
infekuoty laukiniy gyviiny atvejai, o tuo tarpu naminiy 2111 atvejai.

Per 10 mety (1994-2003) pasiutligé buvo registruojama visoje Lietuvoje.
Naminiy ir laukiniy gyviny pasiutligé atskiruose regionuose buvo paplitusi
nevienodai. Daugiausia §ios ligos atvejy buvo registruojama $iaurinéje, Siaurés
rytin€je ir pietvakarinéje Lietuvoje, tuo tarpu anksciau — 1991-2000 metais —
daugiau §iaurinéje ir Siaurés vakaringje dalyje (Zienius, 2004). Latvijoje
laukiniy ir naminiy gyviny pasiutligé plito ne taip intensyviai kaip Lietuvoje.
Daugiausia $ios ligos atveju 1995-2000 metais uZregistruota tarp lapiy. Per §i
laikotarpi Latvijoje pasiutligé buvo uZregistruota 23 apskrityse (i§ 26):
daZniausiai Kuldino, Ventspilio, Saldus ir Luizas regionuose, taip pat Vidurio
Latvijoje (Dobelés, Jelgavos, Bauskés ir Rygos rajonai) (Zienius, 2004).

Lenkijoje 1995-2000 metais daugiausia pasiutligé plito rytingje ir Siaurés
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rytinéje dalyje. Baltarusijoje, kaip ir Lietuvoje, labiausiai pasiutlige plito
gamtoje — lapiy ir manguty populiacijoje. Didele reikSme¢ platinant pasiutlige
tiek tarp Zmoniy, tiek tarp gyviiny turi kaip tik Sios laukiniy gyviny rasys ir
kitose Europos Salyse — Lenkijoje, Latvijoje, Baltarusijoje (Zienius, 2004).
2.3. Pasiutligés virusy charakteristika
2.3.1. Klasifikacija
Pasiutligés  virusas, esantis Mononegavirales  eil¢je, priklauso
Rhabdoviridae Seimai, Lyssavirus genciai (Wunner, 2007). Pagal tarptautini
virusy taksonomijos komiteta (ICTV) (Virus taxonomy, 2011) nuo 2011 mety
Lyssavirus gentis yra skirstoma 1 12 genetiniy rusiy

(http://www.ictvonline.org) (Bourhy et al., 1993; Gould et al., 1998; Guyatt et

al., 2003). Lyssavirus genties ruSys suskirstytos 1 dvi filogenetines grupes.
Pirmai filogenetinei grupei priklauso: klasikinis pasiutligés virusas (RV),
Duvenhage virusas, Europinis SikSnosparniy lyssavirus 1 ir 2 tipas, Australijos
SikSnosparniy lyssavirus, Aravan virusas, Khujand virusas ir Irkut virusas.
Antrai filogenetinei grupei priklauso: Lagos SikSnosparniy virusas, Mokola
virusas, Shimoni SikSnosparniy virusas ir Vakary Kaukazo SikSnosparniy
virusas. Dalis Siy riiSiy identifikuotos ir klasifikuotos tik pastaraisiais metais.
Keturios naujos [lyssavirus ruSys buvo pripazintos ICTV 2009 metais

(http://talk.ictvonline.org). Kirgizijoje i§ Sik§nosparnio buvo i$skirtas Aravan

virusas ir klasifikuotas 1 atskirg asStunta risi (Arai et al., 1997; Kuzmin et al.,
2008). TadZikistane iSskirtas Kjuhand virusas buvo klasifikuotas 1 atskira
lyssavirus ris1 (Kuzmin et al., 2003, 2008). Taip pat papildomai tarp jau
egzistuojanciy lyssavirus ruSiy buvo jtraukti dar du Irkut ir Vakary Kaukazo
virusai iSskirti i§ SikSnosparniy Rusijos Federacijoje (Botvinkin et al., 2003,
Kuzmin et al., 2005, 2008).

Dar viena virusy rasis ICTV buvo pripazinta tik 2011 metais, tai yra
Kenijoje rasta nauja lyssavirus rasis Shimoni, kuri buvo iSskirta i§ mirusio
vabzdZziaédzio SikSnosparnio (Hipposideros comerson) (Kuzmin et al., 2010).
Shimoni virusas nebuvo panaSus nei su vienu jau anks¢iau nustytos rusies

virusu, ir tik véliau jvertinus visus penkis Rhabdoviridea viruso struktiiroje

18



esanCius proteinus (N, P, M, G, ir L) buvo nustatyta, kad Sis virusas labai
artimas Lagos SikSnosparniy virusui ir priskirtas II filogenetinei grupei
(Kuzmin et al., 2010). Vokietijos teritorijoje 2011 metais i§ mirusio
vabzdZziaédZio peléausio SikSnosparnio (Myotis nattererri) Bokeloh Zeméje,
Zemutinéje Saksonijoje, buvo i3skirtas virusas, kuris skyrési nuo kity
Lyssavirus (Freuling et al., 2011). Atlikus filogeneting analiz¢ manoma, kad

iSskirtas virusas gali priklausyti naujai Lyssavirus rusiai.

2.3.2. Pasiutligés viruso viriono struktiira ir cheminé sudétis

Virionas yra dalelé, sudaryta i§ nukleoriigSties molekulés ir ja supancio
baltyminio apvalkalo (2.3.1 pav). Pasiutligés viruso virionas yra 75 nm
diametro ir 100-300 nm ilgio kulkos formos dalel¢, turinti viengrandg (-)
ribonukleortgsti (RNR) (2.3.2 pav., 2.3.3 pav., 2.3.4 pav) (Tordo et al.,
1988(a), 1988(b)). Sandaros ir morfogenezés sudétingumo poZitriu pagal
lipidini apvalkala Rhabdoviridea $eimos virusai yra priskiriami sudétingesnei

struktiirai, nes jie turi papildoma matrikso baltyma M.

Apvalkalas Matrikso baltymas

Glikoproteinas Ribonukleoproteinas

2.3.1 pav. Rhabdoviridea virusy Seimos struktiira. Pastaba: pagal Bakiené, 2008.
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2.3.2 pav. Pasiutligés viruso virionas. A) Matomas kulkos formos virusas. B) RNR
baltymas panasus | “bi¢iy avilyje” iSsidésciusius griovelius. C) Matomas dvigubas
glikoproteino smaigalys. Pastaba: pagal
http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/electron_microscopy.html

2.3.3 pav. Pasiutligés viruso Negri kiineliy susidarymas intarpuose,
endoplazminiame nerviniy Igsteliy tinkle. A) Negri kiinelis. B) Intarpuose gausu
RNR baltymy. C) Pasiutligés viruso pumpuravimas. Pastaba: pagal
http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/electron _microscopy.html
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2.3.4 pav. Ribonukleoproteino (RNR) baltymas — gausiai pastebima susisukusiy
RNR. Pastaba: pagal:
http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/electron_microscopy.html

Rhabdoviridae Seima sudaro spiralés simetrijos virusai, infekuojantys
gyvinus ir Zmogy (Bourhy et al., 1993). Virionas sudarytas i§ dvieju
pagrindiniy subvienety: i§ ribonukleoproteno (nukleokapsidés) sudarytos
spiralés formos Serdies ir iSorinio dviejy sluoksniy lipidy dangalo (2.3.1 pav.).
Pasiutligés viruso spiraling kapsidg i§ iSorés dengia lipidinis apvalkalas, kurio
pavirSiuje yra 10 nm ilgio glikoproteino spygliy (2.3.1 pav.) (Goto et al.,
2000). Si nukleokapsidé, kartu su keliomis nestruktiiriniy baltymy L ir P
molekulémis (pastarosios atlieka viruso polimerazés komplekso funkcija),
sudaro 180 nm ilgio ir 80 nm skersmens viruso Serdi. Viruso RNR susijusi su
5 pagrindiniais baltymais: nukleoproteinas (N), fosfoproteinas (P),
glikoproteinas (G), polimeraz¢ (L), tarplastelinés medZiagos baltymas
(matrikso baltymas) (M) (2.3.5 pav). Nukleokapsid¢ dengia amorfinis
matrikso baltymo M sluoksnis. IS iSorés viruso nukleokapsid¢ supa
apvalkalelis, sudarytas i§ dvigubo fosfolipidy sluoksnio ir glikoproteino
(Wunner et al., 2007). Pasiutligés viruso genomas - viengrandis,
nesegmentuotas, sudarytas i§ maZos 12 kilobaziy RNR. Genomas,
saveikaudamas su baziniu kapsidés baltymu N, sudaro spiraling struktiirg i$

30-35 viju, po 40 subvienety kiekvienoje (2.3.6 pav). Genome randama
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pagrindiné seka sudaryta i§ mazdaug 50 nukleotidy, bei N, P, M, G ir L geny
(2.3.6 pav). Pasiutligés viruso struktiira nulemia baltymy geny iSsidéstymas

RNR genome (Tordo et al., 1986).

Proteinas Mol. wt. Funkcijos
[ JaN . @ S Virusing RNR
) polimeraze
7] B = Paviriiaus
64-58,000
E Mo > = glikoproteinas
| “ N = 55,000 Mukleoproteinas
gl FAY N F PN 40,000 Fosfoproteinas
B o M, i a5.eE 000 Membrana/matricos
= ﬁ I " proteinas
) T _{i}\_ Lipidinis dvisluoksnis

2.3.5. pav. Pasiutligés viruso viriono struktiiros schema.
Pastaba: pagal http://www.virology.net/Big_Virology/BVRNArhabdo.html

Rhabdoviridea viruso genomas sudarytas 1§ 11931 ribonukleotidy
(nt): N (1350 nt), P (891 nt), M (606 nt), G (1572 nt), nuo RNR priklausoma
RNR polimeraze L (6384 nt) bei Psi regionas, arba G-L tarpgeninis regionas
(400 nt), kurivos sekvenuojant duomenys itraukiami filogenetinei analizei
atlikti (Wu et al., 2007). Naudingiausi epidemiologiniai duomenys gaunami
tiriant nukleoproteino N ir glikoproteino G geny regionus (2.3.7 pav).
Naudojant atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandining reakcija (AT-
PGR) pasiutligés viruso N geno analizei atlikti (Sacremento et al., 1991),
galima jvertinti pasiutligés sukél¢jo geografinius ir riiSinius ypatumus —
identifikuoti pasiutligés viruso genetines ruSis skirtinguose pasaulio
geografiniuose arealuose (Kissi et al., 1995) ir atlikti lyssavirus riiSiy genetini

tipizavima (Vazquez-Moron et al., 2006).
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Nukleobaltymai susideda i§ 450 amino riug$ciy ir dalyvauja persijungiant
nuo RNR transkripcijos 1 replikacija (Tordo et al., 1996(a)). Viena i$§
imunodominuojan¢iy viety yra Zinoma ir fiksuota 404-418 pozicijoje
(Dietzschold et al., 1987; Ertl et al., 1989). Pastaruoju metu buvo aiskiai
apibréZta pasiutligés viruso RNR nukleoproteino komplekso struktira

(Albertini et al., 2006).

o= G = L

£

2.3.6. pav. Pasiutligés viruso genomas.

Pastaba: pagal http://www.virology.net/Big Virology/BVRNArhabdo.html

N NS M G L
5
// / 423
GUBCE GAUAA GeACCCaaG [ | UUGACCG

Intergenini regioniu nukleotidai
2.3.7 pav.. Pasiutligés viruso RNR genomas

Pastaba: pagal http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8618/

Tarplastelinés medziagos matrikso baltymas (M) yra 202
aminoriig§¢iy polipeptidas, kuris vaidina pagrindinj vaidmeni viruso surinkime

ir suriSime (Mebatsion et al., 1999). Virusy M baltymas, jungdamasis prie
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nukleokapsidés, lemia, kad nukleokapsidé patenka i viriona, o ne biina
transkripcijos matrica. Sumazéjus M baltymo sintezés efektyvumui arba
sutrikus jo pernaSai, infekcija daznai biina abortyvi ar persistentiné¢ (Bakiene,
2008). Uzkrestoje lasteléeje M baltymas sintetinamas véliausiai. Jo déka
pumpuravimas vyksta labai greitai (Lasinskaité-Cerkagina ir kt., 2005). I§
pasiutligés viruso baltymy daugiausiai yra iStyrinétas G baltymas, tai 524
aminortgSciy polipeptidas ir yra susijgs su viruso patogeniSkumu (Seif et al.,
1985, Gaudin et al., 1992, Badrane et al., 2001). L baltymas yra didZiausias
pasiutligés viruso baltymas ir L genas uZimantis daugiau nei pusg viruso
genomo. Sis pasiutligés baltymas yra maZiausiai istyrinétas biocheminiais ir
imunologiniais tyrimais, bet geriausiai iSanalizuotas teoriSkai (Tordo,

1996(a)).

2.3.3. Pasiutligeés viruso reprodukcija
Virusai kaip obligatiniai vidulasteliniai parazitai dauginasi tik
lastel¢je. Viruso genomo tipas lemia replikacijos strategija. Taciau koks
bebiity viruso genomas, tam, kad susidaryty infekciniai $io viruso palikuonys,
turi biiti iSpildytas vienas reikalavimas, ju koduojama informacija turi sutapti
su lastelés Seimininkés, kad galéty ja atpaZinti ir i$Sifruoti (Flint, 2004).
Adsorbcijos metu G baltymas saveikauja su specifiniais lastelés
pavirSiaus receptoriais, viruso apvalkalas susilieja su lastelés membrana ir
pinocitozés biuidu isiskverbia i lastelés Seimininkés citoplazma, kur virionai
kaupiasi ir uzpildo visa endosoma (citoplazmos pislelg) (2.3.8 pav).
IStirpusios  viruso ir endosominés membranos isleidzia virusini RNP
(ribonukleino rugsties proteino) - RNR genoma { citoplazma. Patekus viruso
genomui | lastelg, pirmiausia vyksta transkripcija, susidaro informaciné RNR
(mRNR), kurioje uZkoduota informacija apie pirming¢ baltymo struktiira
(Forterre, 2006).
Pasiutligés viruso transkripcija ir transliacija vyksta lastelés
citoplazmoje, transliacija ant laisvy ribosomy citoplazmoje. G baltymo sintezé

pradedama ant laisvy ribosomy, o baigiama ir glikozilinimas atliekamas
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endoplazminiame tinkle ir GoldZio aparate. Rhabdoviridea Seimos (-) RNR
virusy reprodukcijos metu transkribuojama genominé¢ RNR, o susintetinta

+RNR atliecka mRNR funkcija pagal schema:

transkripcija transliacija

-RNR mRNR baltymas

Genomas

Matrikso  Kapsides
baltymas

baltymas

Lastelés Seimininkés |
baltymai

2.3.8 pav. Pasiutligés viriono penetracija ir pumpuravimas tuo pat metu.

Pagal Bakiené, 2008

Pasiutligés virusai turi virusui budinga fermenta, dalyvaujanti
transkripcijoje - nuo RNR priklausancia RNR polimeraz¢ (transkriptazg),
kuri | lastele patenka kartu su virusu. ,Nusirengusi“ viruso RNR
transkribuojama | +RNR viruse esanciu fermentu RNR polimeraze,
susidaro trumpi ir ilgi transkriptonai. Trumpos RNR grandinés
transliuojamos 1 viruso baltymus ir fermentus viruso palikuonims. Vienas
i§ Siy baltymy yra glikoproteinas, kuris jterpiamas i lastelés membrana.

Ilgos +RNR grandinés naudojamos virusy palikuoniy —RNR sintezei,

25



v

virusas pumpuruodamas igyja apvalkalg ir pasiSalina iS Iastelés
(Lasinskaité-Cerkagina et al., 20053).

Virusui skverbiantis i§ 1astelés pumpuravimo budu, baltymas M saveikauja
su viruso kapside ir su lastelés plazmos membranoje esanciais glikoproteinais.
Virusas igauna lipidini apvalkaléli, kai jo nukleokapsidé¢ pumpuruoja per
lastelés Seimininkés plazming membrana: baltymas M susisieja su plazmine
membrana ir padeda prie jos sutelkti viruso sandus iS$ lastelés citoplazmos, t. y.
kapsidé susirenka ir virusas pumpuruoja tuo pat metu (2.3.8 pav). Pasiutligés
virusai pumpuruoja pamatinéje membranos srityje, todél jie prasiskverbia i
audiniy giluma ir sukelia sisteming organizmo infekcija, lydima viremijos.
Pirminis virusinis pumpuravimas vyksta centrin¢je nervy sistemoje (CNS) per
plazmos membrang. Seiliy liaukose atvirk3¢iai - virusas pumpuruoja i lasteliy
membranos | seiliy latakélius. Virusas seiliy liaukose sukelia ,,Seimininko
gyvino elgesyje agresija ir padidina Sansa iSplatinti virusing infekcija —

tkandus kitam gyvinui ar Zmogui (Bakien¢, 2008).

2.4.1. Patogeneze

Pasiutligé - tGminé virusiné mirtina CNS infekcija, plintanti per
serganfio gyviino seiles ir pasireiSkianti progresuojan¢iu kamieniniu
encefalitu (Rupprecht et al., 2004; Dietzschold et al., 2005; Miah et al., 2005).
Pasiutligé viena seniausiy Zinomy virusiniy infekcijy, pavojinga Zmoniy ir
gyviiny gyvybei (Rupprecht et al., 2004; Jackson, 2007). Po salyCio su
segan€iu laukiniu ar naminiu gyviinu, Zmonés gali uzsikrésti ir susirgti
pasiutlige. Sergantiems pasiutlige iSsivysto diseminuotas nepiilingas
samoneés sutrikimas ir paralyZius. Atsiradus simptomams, liga paprastai
nepagydoma (WHO, 2004).

Pasiutlige Zmonés uZsikrecia, kai juos apseiléja, idreskia, ikanda
sergantis naminis ar laukinis gyviinas ir su gyviino seilémis pasiutligés virusas

patenka | Zaizda (2.4.1 pav.). Per zaizda { organizma patekes pasiutliges
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virusas riSasi prie skeleto raumenuy nikotininiy acetilcholino receptoriy ir
dauginasi ikandimo vietos raumenyse — miocituose, o susidarius pakankamai
viruso koncentracijai, toliau plinta per perifering nervy sistema nervy
kamienais ir perineuraliniy tarpy skysciais limfogeniniu keliu { CNS (2.4.1
pav.; 2.4.2 pav.). CNS virusai toliau dauginasi (Jackson, 2007; Charlton, 1994,
Randal et al., 2008). Patekus virusui { CNS, infekcijos generalizacijos
sustabdyti nejmanoma. Virusas, judédamas periferiniy nervy motoriniais ir
juntamaisiais nervais 12-24mm/d grei¢iu, pasiekia nugaros smegenis kur

toliau intensyviai dauginasi (Jackson, 2007, Randall et al., 2008 ).
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7. Iicentrinis plitimas
nervais | s=iliy lavkas, oda,
ragena ir kites organes

3. Virusas prisijungia prie
nikotininiy aestilcholino nevronvoss ir zanslijsoss is
H 5 preitas patenloimas |

Nugaros smegenys

2.4.1 pav. Pasiutligés viruso patogenezé, nuo gyviino Zmogui.

Pastaba: pagal http://www.benhhoc.com/content/1955-Chapter-188.-Rabies-and-Other-
Rhabdovirus-Infections.html
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Infeltuotos
seilés

A
. Viruso
replikacija

Motorinis nervas
Viruso
replikacija Raumuo

2.4.2 pav. Pasiutligés viruso patogenezé nuo gyviino gyvinui.

Pastaba: pagal

http://www.northcentralanimalhospital.com/site/view/183737 RabiesInfo.pml

Tuomet gali atsirasti skausmas ir parestezijos suzeidimo vietoje.
Pasidaugings virusas toliau plinta i galvos smegenis 200-400 mm/d greiciu,
kur paZeidZia smegen¢liy branduolius ir Purkenje lasteles, smegeny kamiena,
smegeny Zieveés neuronus, pagumburi, Amonio raga (2.4.3 pav.) (Randall et
al., 2008). IS CNS pasidauging virusai iScentriSkai nervy kamienais plinta i
seiliy liaukas, oda, ragena ir kitus organus (Jackson, 1991; Charlton, 1994,
Jackson, 2007; Randall et al., 2008) (2.4.1 pav.; 2.4.2 pav.).
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2.4.3 pav. Pasiutligés virusais paZeistos smegeny dalys.

Pastaba: pagal http://faculty.washington.edu/chudler/rabies.html

Pavojingesni ikandimai yra i atviras kiino dalis, negu { apsaugotas
ribais. Labai pavojinga, kai pasiut¢ naminiai ar laukiniai gyviinai giliai
sukandZioja Zmogui veida, nes tada pasireiSkia bidingas trumpesnis
inkubacinis periodas ir didesnis pavojus susirgti pasiutlige (Knobel, 2005;
Tordo et al., 2006). ReCiau Zmogus uZsikre€ia sergancio gyviino seilémis
patekus 1 odos ibréZimus, jungines ir gleivines. Galimas pasiutligés
uzsikrétimas ir nejprastu keliu: aerozoliniu keliu, kai virusas patenka | nosies
gleiving ir toliau uoslés nervais pasiekia CNS, taip pat per transplantuojamus
organus i uzsikrétusio pasiutlige paciento (Gode et al., 1988; Krebs et al.,
1995, Hellenbrand et al., 2005; Smith et al., 2006). DidZiausia pasiutligés
viruso koncentracija infekuotame gyviine susidaro ne galvos smegenyse, 0O
seiliy liaukose. Virusui, patekus i CNS, pazeidZiami klajoklis, liezuvinis,
polieZzuvinis nervai, kurie salygoja rijimo ir kvépavimo raumeny traukulius,
gausy prakaitavima. Itin gausus seilétekis esti dél simpatinio nervo dirginimo,
o Sirdies ir kraujagysliy sistemos veikla sutrinka, kai paZeidziami klajoklio
nervo bei {vairiy simpatinés nervy sistemos mazgai (Adeiga et al., 1996).

2.4.2. Klinikiniai simptomai

Klinikiniai pasiutligés simptomai yra Zinomi nuo seny laiky ir apraSyti

dar Demokrito, Aristotelis ir Plutarcho (Blancou, 1994, 2004). Pasiutligés
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inkubacinio periodo trukmé yra ivairi, tai priklauso nuo ijkandimo vietos,
inervacijos gausumo, nuo zaizdos dydzio ir gylio, nuo uZkrato kiekio.
Gyviinui apkandZiojus Zmogaus ar kito gyvino galva ar kakla, inkubacinis
periodas trunka maZiau nei 2-3 sav. Kai jkandimo vieta yra toliau nuo galvos
srities ir negausi inervacija, inkubacinis periodas gali trukti iki 1-3 mén, o
labai retais atvejais iki 3 mety. Inkubaciniu laikotarpiu pasiutligés virusas
keliauja periferiniais nervais i CNS (Jackson, 2007, Randall et al., 2008).
Pasiutlige sergantys laukiniai gyvinai, prarad¢ savisauga, atbéga i kiemus,
uZpuola Zmones, naminius gyvunus (Artois, 1992). Naminiai gyvinai tampa
agresyvis, béga i§ namy. Ligos pradZioje Sunys biina apatiski, neéda, negeria.
Véliau ima staugti, blaskytis, loja uzkimeg, nenuryja vandens, éda neédamus
daiktus, 2-3 diena atsiranda paralyZius, nukamba apatin¢ lupa, seil¢jasi,
sunkiai keliasi ir gaiSta. Susirge galvijai nustoja édg, panaSu lyg bty
paspringg, 1S snukio teka seilés, mykia (Delpietro, 2001). GaiSta pra¢jus 10
dieny. Visy risiy gyviinams taip pat ir Zmogui budingas poZymis - pakitgs
elgesys. Pasiutligé gali pasireikSti dviejomis formomis: klinikine ir slaptaja.
Klinikin¢ pasiutligés forma pasireiSkia tam tikromis stadijomis. Prodrominé
stadija trunka iki 3 dieny, kol virusas patenka { CNS. Pirmieji simptomai yra
nespecifiniai: kar§¢iavimas (temperatira gali siekti iki +40°C), galvos
skausmas, ryklés uzdegimas, silpnumas, nuovargis, irzlumas, anoreksija,
pykinimas, vémimas, viduriavimas, nerimas, miego sutrikimai, apatija,
depresija, susijaudinimas. Klinikinis vaizdas primena timia kvépavimo takuy,
virSkinimo trakto ar psichikos liga. Spazmuy ir traukuliy priepuoli gali
iSprovokuoti stipri  Sviesa (fotofobija) bei triukSmas (akustofobija).
Neurologiné (susijaudinimo) stadija trunka sekancias 2-3 dienas, ju metu
atsiranda CNS disfunkcijos pozymiai. Pagrindinis Sios ligos sindromas -
progresuojantis encefalitas. Siame periode i§ pradZiy vyrauja psichomotorinis
sujaudinimas, hiperaktyvumas, neramumas, keistas elgesys, kliedesiai,
haliucinacijos. Gali buti trumpalaikiai, trunkantys maZziau nei penkias minutes,
ypac didelio agresyvumo epizodai, kai ligonis blaskosi, draskosi, gali méginti

uZpulti ar jkasti. Siuos epizodus gali i§provokuoti garsas, §viesa, lietimas. Gali
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ivykti traukuliai. Daugumai ligoniy biidingi kvépavimo sutrikimai: inspiracinis
dusulys, kvépavimas tampa nelygus, gilus, atsiranda veido cianozé. Per
priepuoli biina tachikardija, iSsipléte vyzdZiai, taCiau samoné daZniausiai
iSlieka. Hidrofobija (vandens baimé) biina 50% serganciy pasiutlige. Duodant
gerti skysCius, gali iSsivystyti ryklés ir stemplés raumeny spazmai, rijimas
tampa skausmingas. Siuo ligos periodu taip pat gali atsirasti opistotonusas,
hiperventiliacija, cholinerginiai simptomai — seilétekis, aSarojimas, gausus
prakaitavimas, daznas karS¢iavimas. DaZniausiai mirStama staiga, be agonijos,
del kvépavimo centro paralyZiaus (Krukonyté ir kt., 2007). ParalyZine
(slaptoji) forma sergantys, lyginant su klasikine forma infekuotais, yra rams,
apatiSki. ParalyZius iSsivysto ankstyvame ligos periode, infekuotajam
individui i$sivysto gerkly raumeny paralyZius. Si forma gali neturéti prodromo
periodo (Krukonyte ir kt., 2007).

Geriausiai yra iStirta $uny pasiutligé. Sunys yra daZniausi pasiutligés
sukéléjo neSiotojai ir platintojai, esantys arCiausiai Zmoniy. Skiriamos dvi
ligos formos: §¢lstamoji ir ramioji, arba paralyZziné. Ligos eigai biidingos trys
stadijos: prodrominé, susijaudinimo ir paralyZiaus. Sélstamosios formos
prodromas trunka 1-2 paras (Suo neéda, slepiasi, nuolat laiZo ikandimo vieta),
susijaudinimas — 2-3 paras (Suo visus puola, grauZzia ir ryja jvairius daiktus,
blaskosi, uzkimgs balsas, didelis seilétekis, vandens baimé arba laka
nejprastai). Kai ligos forma rami, susijaudinimo nebtina. Trecioji stadija yra
kramtymo ir rijimo paralyZius: per 2-3 paras gyvinas nugaiSta
(Tepsumethanon et al., 2005).

Siksnosparniy pasiutligé kelia nerima daugelyje Europos valstybiuy, jos
klinikiniai poZymiai tokie patys kaip ir kity pasiutlige serganciy individy
(Brass, 1994; Vos, 2007; Kuzmin, 2010). Nors SikSnosparniy Lyssavirus
genotipai apibiidinami tik kaip ,,su pasiutlige susij¢ virusai®, iSsivystanti liga
nesiskiria nuo klasikinés pasiutligés (Whitby et al., 2000; Shankar et al.,
2004).
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2.4.3. Patologija

Pagrindinis patologinis sindromas yra virusinis encefalitas ir
mielitas. Virusas sukelia smegeny Zievés, tarpiniy smegeny nerviniy lasteliy
destrukcija, smegeny medziagos demielinizacija. Pasiutligés virusas labiausiai
pazeidZia pailgasias smegenis, IV skilvelio, IX, X ir XII nervy branduolius,
smegeny kamiena, Amonio raga bei nugaros smegeny juosmeninés dalies
segmentus. Nervinés lastelés (neuronai) degeneruoja ir jose atsiranda
eozinofiliniai apvaliis ar ovalis neurony citoplazmos intarpai, vadinami
BabesSo - Negri kuneliais, specifiSki pasiutligés virusui (2.4.4. pav.). Stambis,
0,25-27um Babeso - Negri kiineliai laikomi ne paciu virusu, o viruso sukeltais
specifiniais pakitimais. Pasiutligés viruso kraujyje ar kraujo lastelése neaptikta

(Krebs et al., 1995).
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A. Neuronuose néra Negri kiineliy B. Negri kiineliai infekuotame
neurone

2.4.4 pav. Aktyvi viruso replikacijos vieta -neurony citoplazmos intarpai
(Negri kiineliai): A ir B
Pastaba: pagal http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/histologic.html

2.5. Pasiutligés imunologiniai, molekuliniai ir virusologiniai tyrimo
metodai

Pagal klinikinius poZymius pasiutlige galima tik itarti, kadangi ligos
pozymiai yra budingi ne tik Siai ligai. Tode¢l, vienintelis kelias patvirtinantis
galuting pasiutligés diagnoz¢ yra pasiutligés virusy ar specifiniy jo
komponenty nustatymas, naudojant laboratorinius diagnostinius tyrimus.

AtSaldyta patologiné medZiaga (smegenys) tyrimams turi biti kuo skubiau
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atvezama | laboratorija, kuri turi galimybes atlikti laboratorinius tyrimus

pasiutligei diagnozuoti.

2.5.1. Histologiniai pasiutligés viruso diagnostikos metodai

Histologinis audiniy daZzymo metodas. Histologinio tyrimo metodo esmé

yra charakteringy lasteliy histologiné indentifikacija. Histologiniy tyrimy metu
mikroskopuojant galima nustatyti Negri kunelius nerviniy lasteliy
citoplazmoje. Jie dazniausiai randami Amonio rago piramidinése lastelése ir
smegeneliy Purkinje lastelése. Negri kuneliai gali biiti randami seiliy liauky
neuronuose ar kituose organuose. Gyviny smegeny nefiksuoti tepineliai
daZzomi hematoksilinu ir eozinu, Manno ar Sellerio biidais, kad buty galima
atskirti pasiutligés viruso intarpus (Negri kiinelius) nuo kity intralasteliniy
intarpy. (2.4.1 pav.) (Lembo et al., 2006). Taciau Sio histologinio tyrimo
jautrumas yra daug mazZesnis negu imunologiniy tyrimo metody, ypac tuo
atveju kai yra meéginio autolizé¢ (OIE, 2011). D¢l Sios priezasties Sis tyrimo

metodas yra netinkamas pirminei diagnozei patvirtinti (OIE, 2011).

2.5.2. Imunologiniai tyrimo metodai

Fluorescuojanciy Ak (FAT) tyrimas yra pagrindinis metodas pasiutligés

rutininei diagnostikai. Metodas rekomenduojamas  PSO ir PGSO ir
naudojamas tiesioginiams gyviino ar Zmogaus galvos smegeny audiniy daliy:
Amonio rago, smegenéliy, didZiyjy smegeny Zievés ir smegeny kamieno,
tyrimams. Smegeny audiniy atspaudai daZniausiai yra fiksuojami Saltu acetonu
arba ant ugnies ir daZzomi su fluoresceino izotiocianatu Zymétais
polikloniniais ar monokloniniais antikiinais. Pasiutligés FAT tyrimas
vertinamas liuminescenciniu mikroskopu. Dél specifinés antigeno ir antikiiny
saveikos bei fluorochromo Svyt¢jimo ultravioletingje spinduliuotéje
nustatomas nukleokapsidinio baltymo specifinis darinys (OIE, 2011).

Taip pat, FAT gali biiti taikomas patologinés medziagos tyrimams, kuri
buvo fiksuota glicerine. Jeigu patologiné medziaga buvo fiksuota formalino

tirpalu, FAT gali biiti naudojamas tik medZiaga paveikus proteolitiniu

34



fermentu, taciau dél to metodo patikimumas bina Zemesnio lygio, negu
atliekant tyrimus su SvieZia patologine medZiaga (Johnson et al., 1980, Metlin
et al., 2007). Atliekant tyrimus FAT su SvieZia patologine medZiaga rezultatai
gaunami per kelias valandas su 99% jautrumu (Fooks et al., 2009). FAT
jautrumas priklauso nuo patologinés medzZiagos stovio, Lyssavirus risiy,
laboratorijos personalo kvalifikacijos. Jautrumas gali biti Zemesnis
meéginiuose 1§ vakcinuoty gyvuny. FAT metodas yra labai jautrus pasiutligés
viruso nustatymui smegeny ir seiliy liauky atspauduose ir infekuoty lasteliy
kulttirose. Taip pat pasiutligés diagnostikai gali buti naudojami intra vitam
odos biopsijos méginiai (Johnson et al., 1980, 2000; Umoh et al., 1981;
Barnard et al., 1982; Reid et al., 1983; Metlin et al., 2007).

Imunohistocheminis tyrimo metodas (IHC) yra smegeny tepinéliy,

fiksuoty formalinu, mikroskopavimas Negri kiineliams nustatyti. Sis metodas
yra jautresnis nei histologinis audiniy daZymo metodas ir daZniausiai
naudojamas histologiniams parafininiams pjliviams dazyti, iStirpinus parafing
ir rehidratuojant su proteolitiniais fermantais ( 2.5.1 pav.) (proteinaze K ir kt.)

(Lembo et al., 2006).
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A. Hematoksilino ir eozino dazymas  B. Imunohistocheminis dazymas
2.5.1 pav. CNS audinio nerviniy lasteliy citoplazmoje nustatyti Negri kiineliai

Pastaba: pagal http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/mm5913a3.htm

Naudojami specifiniai antikiinai, kuriais aptinkami eozinofiliniai viruso
intarpai. Antiktinai gali biiti konjuguoti su fermentu, pvz., peroksidaze arba

pazymeti fluorescuojanciu izotiocianatu (FITC). Naudojamos specialios
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fermentais Zymétos sistemos didina metodo jautruma. Specifiniam pasiutliges
viruso Ag IHC daZymui paprastai naudojamas arba serumas nuo pasiutligés
(angl. anti-rabies serum), arba specifinis pasiutligés viruso riiSiai serumas
(angl. anti-species serum) ir iprasta peroksidazés dazymo procediira (Bourgon
ir Charlton, 1987; Sinchaisri, et al., 1992; Lembo et al., 2006; House et al.,
2010).

Toks konjugatas gali buti naudojamas tiesioginei diagnostikai, kaip
jautresnis FAT, bet reikia atkreipti démesi, kad padidéja rizika dél nespecifiniy
teigiamy rezultaty (Lembo et al., 2006). D¢l Sios priezasties §is tyrimo
metodas yra netinkamas pirminei diagnozei patvirtinti (OIE, 2011), ji reikia
atlikti su eile kity tyrimo metodu.

Imunofermentinis tyrimo metodas (IFA) naudojamas pasiutligés viruso

nukleoproteino (N) nustatymui galvos smegeny meéginiuose (nefiksuotuose
formalinu). Sio tvirtafazio imunosorbcinio tyrimo principas yra specifisko
mantikiing-antigeno* komplekso nustatymas. Mikroplokstelés padengtos
specifiniais monokloniniais IgG antikiinais atpaZista tiriamoje medZiagoje
esanti pasiutligés antigena. Tai greitas ir jautrus testas, taciau nustatyta FAT ir
IFA koreliacijos reikSme — 96%, o atliekant rutininius laboratorinius tyrimus,
Sis testas néra jautrus kitiems giminingiems pasiutligés virusams. Jis gali biti
naudojamas tik moksliniais tikslais nustatant pirma Lyssavirus genotipa
(Perrin et al., 1992; Katayama et al., 1999; Xu ir kt. 2007).

Greito imunochromatografinio (angl. Rapid Immunochromatographic

Test) (RIDT) tyrimo metodo principas yra greitas kokybinis ir vizualus
pasiutligés tyrimas in vitro Suny, usiiriniy Suny ir galvijy seiliy ar smegeny
meéginiuose. Membrana testo dalyje padengta specifiSkais monokloniniais
antikiinais, iSdZiovintais juostelés pavirSiuje. Atliekant tyrima, seilés ar
smegenys absorbento zonoje susimaiSo su Zymétu antikiiny IgG2a konjugatu.
Misinys chromatografiSkai juda juostele pagal kapiliarumo désni. Esant
teigiamam pasiutligés rezultatui, ant membranos testo (“T’) dalyje pasirodo

spalvota juostelé. Jei Sios spalvotos juostelés néra — rezultatas neigiamas.
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Spalvota kontroliné juostelé, nepriklausomai nuo viruso antigeno buvimo

tirlamajame meéginyje, visada pasirodo kontrolin¢je (‘C’) dalyje (2.5.2 pav.).

2.5.2 pav. Greitasis imunochromatografinis tyrimas (RIDT) (viduriné juostelé
Neigiama, o apatin¢ — Teigiama).
Pastaba: pagal http://bionote.co.kr/File/Upload/2010/01/05/2010-01-05(1).pdf

Sio tyrimo kokybinis rezultaty patikimumas yra pakankamai tikslus
lyginant su kitais PSO ir PGSO nurodytais FAT ir RTCIT tyrimo metodais
(Kang et al., 2007; Servat et al., 2012).

Vakcinacijos kontrolei naudojami serologiniai tyrimo metodai.

Serologinémis reakcijomis nustatomas antikiiny titro didé¢jimas. Imuninio
atsako stipréjimo rodiklis yra tam tikry kraujo serumo specifiniy RV
antikiiny titro did¢jimas per 3-4 savaites po vakcinacijos. Antikiiny, kuriy
paprastai tiriamasis individas neturi, nustatymas vadinamas serokonversija.
Sie metodai naudojami epidemiologinei prieZifirai ir laukinés faunos oralinés
vakcinacijos nuo pasiutligés kontrolei ir efektyvumui, taip pat norint
nustatyti vakcinuoty naminiy gyviiny antikiiny titra kraujyje po vakcinacijos.
Pagrindiniai serologiniai tyrimy metodai yra viruso neutralizacija (VN) ir
imunofermentiné analizé (IFA). Sie metodai naudojami norint nustatyti

laukiniy ir naminiy gyviny (kaciy, Suny ir SeSkuy) pasiutligés antikiinus

37



kraujo serume po vakcinacijos nuo pasiutligés. Naudojant standartini virusy
neutralizacijos (“gold standard’) tyrimo metoda (VN) ivertinamas virusa
neutralizuojan¢iy antikiiny kiekis, kuris parodo susidariusi imunini atsaka
prieS pasiutligés virusa (Hooper et al., 1998). Kitas metodas yra netiesioginis
IFA testas, kuriam atlikti nereikalingos specialios patalpos ir greitai gaunami
tyrimo rezultatai. Siekiant iSsiaiSkinti kokie serologiniai metodai geriausiai
tinka rutininiai diagnostikai, Europos S$aliy laboratorijose buvo atliekami
plataus masto tyrimai. Juose dalyvavo nemazai Europos Saliy referentiniy
laboratorijuy. Daugelyje straipsniy yra pateikta tarp VN ir IFA tyrimo metody
gauta koreliacija ir jiems budingi skirtumai (Servat et al, 2007). Lietuvoje
apie taikomy pasiutligés VN ir IFA metody specifiSkuma ir jautruma

duomeny néra.

2.5.3. Molekuliniai tyrimo metodai

Siuo metu Zmoniy ir gyviiny pasiutliges diagnostikai pladiai taikomi
molekulinés biologijos metodai. Vienas i§ ju yra pasiutligés viruso RNR
nustatymas polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu. PGR yra viena
i§ placiausiai naudojamy viruso nukleininés riigSties nustatymo metody.
(Tordo et al., 1995; Tordo et al., 1996(b)). PGR metodu galima greitai (per 1—-
2 dienas) aptikti gyvy ir net Zuvusiy lyssavirus ribonukleorigst, taip pat
galima nustatyti pasiutligés viruso genoma formaline fiksuotuose méginiuose
(Kulonen et al., 1999) ir diagnozuoti pasiutlige Zmonéms i3 seiliy ir nugaros
smegeny skys¢io (Crepin et al., 1998). Tuo tarpu virusus identifikuojant
patologin¢je medZiagoje standartiniu metodu, tyrimui gali prireikti 1-3
pers¢jimy lasteliy kultirose, o tai gali trukti keleta savaiCiy. Nors virusy
iSskyrimas lasteliy kultirose laikomas standartiniu diagnostiniu metodu, PGR
metodas gali biiti netgi jautresnis, todél Sis metodas vis plafiau taikomas
pasiutligés diagnostikai (OIE, 2011).

AT-PGR procediira atlickama sekanciai: atlieckamas RNR iSskyrimas 1§
meéginio, cDNR sintezé su specifiniu pradmeniu, cDNR dauginimas su

specifiniu pradmeniu ir vizualinis vertinimas horizontalios elektroforezés
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agaro gelyje, dazant produkta etidZio bromidu (EtBr) ir vertinant UV Sviesoje
(Heaton et al., 1999). Siuo metu AT-PGR pladiai yra naudojamas pries- ir
pomirtiniai pasiutligés diagnozei nustatyti, taip pat Lyssavirus genotipo
nustatymui (Wakeley et al., 2005; Nagaraj et al., 2006; Saengseeom et al.,
2007). Pasaulyje pasiutligés diagnostikai ir skirtingy genomo daliy
iSaiSkinimui placiai naudojamas AT-PGR metodas N geno srityje (Kulonen
et Boldina, 1993; Bourhy et al., 1993; Ito et al., 2003). AT-PGR metodu buvo
nustatytas ir iSaiSkintas klasikinés pasiutligés virusas (1 genotipas), taip pat ir
giminingas pasiutligei EBLV (5 ir 6 genotipai), taip pat nustatyti skirtumai
tarp giminingy pasiutligés virusy genotipy (Black et al., 2000, 2002).

Pradmenys pasirenkami priklausomai nuo PGR taikymo tiksly: ar
tyrimas atliekamas diagnostikai, ar nustatomos ivairiy viruso genomo regiony
sekos, ar atlieckama molekuliné epidemiologija bei virusy sekvenavimas
(Crepin et al., 1998; David et al., 2008). PGR metodais galima diferencijuoti
RV epizootines ir vakcinines padermes, galima nustatyti, kokio tipo virusais
individas uzsikrétegs. Be to, Sie metodai gali biiti taikomi lyssavirus genotipuy
diferenciacijai (Botvinkin et al., 2003, Picard-Meyer et al., 2004, Vasquez-
Moron et al., 2006; Dietzscold et al., 2005; Kuzmin et al., 2010).

Lietuvoje pasiutligés virusy nustatymui nuo 2005 mety pradéta naudoti
RTCIT metodika. Nors PGR metodas, nustatantis viruso ribonukleoriigsti, yra
Zymiai greiciau atliekamas, jis buvo taikomas iki 2005 mety Lietuvoje tik
moksliniais tikslais. Taciau, nuo 2006 mety kai Lietuvoje buvo pradéta
vykdyti laukiniy gyviiny ORV nuo pasiutligés — PGR metodas buvo pradétas

taikyti rutiningje diagnostikoje.
2.5.4. Pasiutligés viruso identifikavimas

Peliy uzkrétimo metodas (MIT) (angl. Mouse inoculationt test) yra

vienas 1§ pirmyju pasiutligés viruso identifikavimo metody. Intracerebraliai
uzkrecCiamos SeSios 3-4 savai€iy amziaus (12-14 g), ar tik gimusios 2-jy dieny
laboratorinés baltos pelés. Uzkrétimui naudojamas homogenizuotos galvos

smegeny medZiagos (smegeny Zieve, Amonio ragas, smegen¢lés)
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supernatantas, paruostos specialiame tirpale su antibiotikais. Prie§ uzkrétima
pelés uzmigdomos. Pelés yra stebimos 28 dienas. Jei per pirmas 4 dienas nuo
uzkrétimo pelés nugaiSta — vertinama kaip nespecifika, véliau kiekvienai
gaiSusiai pelei atlickamas FAT pasiutligei nustatyti (Koprowski, 1996, OIE,
2011). Jei po 28 dieny uzkréstos pelés nenugaiSta arba i§ nugaiSusiy peliy
nebiina nustatyta pasiutlige, tvirtinamas neigiamas pasiutligés atvejis. Taip pat
Sis metodas gali biiti naudojamas seiliy liauky ir seliy méginiams tirti (Adeiga
and Audu, 1996; Delpietro et al., 2001).

Audiniy kultiry infekavimo pasiutligés virusu metodas (RTCIT) yra

placiai naudojamas tyrimo metodas pasiutliges ,,Jauko” viruso identifikavimui.
RTCIT metodo atlikimo technika daug paprastesné ir pigesné negu MIT, o
svarbiausia, kad Siuo metodu Zymiai greiiau gaunami tyrimo rezultatai.
Ivairioms pasiutligés virusy paderméms auginti ir iSskirti buvo tiriamos
tvairios lasteliy kulttros (Crick et King, 1988). IS pradziy pasiutligés ,,Jauko”
virusa buvo bandyta iSskirti naudojant BHK-21 Iasteliy kultiiras, tac¢iau gauti
rezultatai buvo netikslis, nes $iy lasteliy jautrumas buvo mazesnis lyginant su
MIT. Pasiutligés ,,lauko” virusui iSskirti buvo iSbandytos ir kitos lasteliy
kultiiros: viS¢iuko embriono fibroblasty (CEF), McKoy, galvijuy (CB3), peliy,
kaciy ir Zmogaus glialinés, Zmogaus monocity U937 ir THP-1, pelés
makrofagy IC-21, pelés monocity WEHI-3BD ir PU5-1R, pelés monocity
P388D1 ir J774A, sikSnosparnio, skunko, Suns ir meskéno (Tollis et al., 1988),
taip pat inksty epitelio lastelés i§ Afrikos Zaliosios bezdZionés Vero ir McCoy
(Smith et al., 1978; Clark, 1980; Celer et al., 1991; Ray et al., 1995, 1997;
Nogueira, 2004). Tuo tarpu Tollis su kolegomis (Tollis et al., 1988) palygino
MNA (angl. Murine neuroblastoma), BHK-21 ir Suny fibrosarkomos A-72
lasteliy jautruma ir patvirtino, kad MNA yra jautriausios lastelés pasiutligés
,lauko” viruso padermei. Dabar BHK-21 lastelés yra naudojamos keletui
serologiniy tyrimy ir pasiutligés “fiksuoto® viruso padermeés tyrinéjimams.
Siuo metu pasiutligés ,,Jauko” viruso padermés iSskyrimui yra naudojama
peliu neuroblastomy Iasteliy linija MNA, kuri yra pripaZinta jautriausia i$ visy

kity tyrimams naudoty lasteliy linijy (Rudd ir Trimarchi, 1989). Lasteliy

40



infekavimas RV yra nustatomas naudojant FAT testa. Testo rezultatai gali buti
tvertinami ne anksciau kaip po 18 valandy. Galutiniai rezultatai gaunami po 72
val. Rezultatai yra vertinami invertuotu liuminescenciniu mikroskopu. Sis
testas yra jautresnis, negu MIT, taCiau reikalauja specialiy laboratorinio darbo
1gudziy. Si RTCIT metoda rekomenduoja PSO ir PGSO (Webster et al., 1996;
OIE, 2011). Lietuvoje pasiutligés RTCIT nuo 2005 mety naudojama N2a
lasteliy linija. Apie Lietuvoje naudojamo N2a Iasteliy linijjose RTCIT tyrimo
metodo jautruma ir specifiSkumg duomeny néra, nebuvo tyrinéti ir kokybiniai

rodikliai.

2.6. Imunoprofilaktikos priemonés nuo pasiutligés

Vakcinacija — tai antigeno ivedimas | organizma jo imunin€s sistemos
suzadinimui, siekiant apsaugoti nuo uZzkrato arba susilpninti jo pasekmes.
Vakcinacija laikoma paciu veiksmingiausiu ir ekonomiskiausiu budu uzkirsti
kelia infekcinéms ligoms. Pirmaja veiksminga nuo pasiutligés gyvaja vakcing
viruso nusilpninimo biidu 1885 metais pagamino pranciizy mokslininkas L.
Pasteras (Pasteur, 1885). Jis buvo pirmasis, kuris, remdamasis tik jam vienam
Zinoma logika, neZinodamas virusuy reprodukcijos, genetikos désningumuy,
pagamino veiksmingus skiepus Zmoniy pasiutligés imunoprofilaktikai
(Dietzschold et al., 2003). Siuo metu vakciny nuo pasiutligés gamybai yra
naudojamos $ios nusilpninty RV padermés: Pastero virusas (PV), Evelyn
Rokitnicki Abelseth (ERA), Street Alabama Dufferin (SAD), 3aG, Fuezalida
S-51 ir S-91, NI-CE (Nishigahara- Chimeric), SRV9, PM, Nishigahara, RC-
HL, Kleev, Flury, “Shelkovo-517, O-73 Uz-VGNKI”, RV-717,
Krasnopresninski-85 ir RV-97 padermés (Steck, 1982; Fodor et al., 1994;
Gruzdev and Nedosekov, 2001; Ito et al., 2001; Borisov et al., 2002).

SAD padermé buvo iSskirta i§ pasiutlige sergancio Suns Alabamos
valstijoje (JAV) 1935 metais, véliau nusilpninta uzkreciant peliu galvos
smegeny lasteles ir po to ziurkény inksty lasteles (BHK lasteles) (Steck,
1982). Tokiu pat budu buvo sukurtos dar dvi pagrindinés RV padermés: ERA
ir Vnukovo-32. SAD padermés yra keletas varianty: SAD-Berne, SAD B19,
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SAD-P5/88, taip pat nevirulentiSkos SAG-1 ir SAG-2. SAD grupés vakcinos
yra placiai naudojamos visame pasaulyje (Austin et Hughes, 2009).
Pasiutligés imunoprofilaktikai yra naudojamos kelios vakciny rusys:

gyvosios susilpnintos, vektorinés rekombinantinés ir DNR vakcinos.

Gyvos susilpnintos vakcinos — vakcinoms gaminti RV yra apdorojamas
sumazinant patogeniSkuma, bet iSlaikant imunogeniSkuma bei galimybe
replikuoti. Vakcinoms gaminti naudojamos virusy padermes, selekcijos budu
atrinktos 1§ laboratorijose gauty neoptimalioje aplinkoje kultivuoty
virulentiSkyjy, labai imunogeniSky varianty, kultivuojamy dirbtinémis
salygomis ir genotipiSkai stabiliai praradusiy savo virulentiSkuma. Naudojant
SAD Berne padermés nusilpnintus virusus klonuotose BHK Iastelése
gaminamos SAD B19 ir SAD P5/88 vakcinos (Impfsoffwerk Dessau-Tornau)
(Schneider and Cox, 1983). Placiausiai 1S visy yra naudojama SAD B19 viruso
padermés vakcina skirta oralinei vakcinacijai nuo pasiutligés, nes atlikti
eksperimentiniai tyrimai parod¢ §ios padermés aukSta imunogeniSkuma ir
saugumg (Vos et al., 2000; Neubert et al., 2001). Pasiutligés virusy padermés,
gautos i§ SAD Berne virusy padermés, gali biiti sunkiai kontroliuojamos dél
patogeniSkumo kitoms gyviiny rusSims (EC, 2002). Baziy sekos pakitimai,
ivykstantys replikacijos metu, yra vienas i§ mutacijy-atsitiktiniy pasikeitimy
genuose — atsiradimo biidy. Kartkartémis atsirandancios retos geny mutacijos
yra naudingos, nes genetinis kintamumas yra evoliucijos proceso Zaliava.
Tode¢l tiesioginés genetinés mutacijos biidu i§ SAD padermés buvo gautos dvi
modifikuotos vakciny padermés SAG-1 ir SAG-2. SAG-1 turi viena pakeista
nukleotida, o SAG-2 turi du pakeitimus pasiutligés viruso glikoproteino
aminorugsciy 333 pozicijoje (Follmann et al., 1996). Atlikti tyrimai parode,
kad naudojama oralinei imunizacijai SAG-2 vakcina nuo pasiutligés yra saugi
ir efektyvi (Fekadu et al., 1996; Masson et al., 1996; Bingham et al., 1999;
Lambot et al., 2001; Cliquet et al., 2006, 2007, 2008). Siu vakciny
naudojimas gyviinams ir zmonéms yra paplitgs kai kuriose Salyse kaip
imunoprofilaktikos priemoné nuo pasiutligés. Gyvos susilpnintos vakcinos

taip pat placiai naudojamos oralinei laukiniy gyviiny imunizacijai: SAD B19 ir
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kitos SAD padermés, modifikuotos SAG1 ir SAG2 (Brohier et al., 1991; Vos
et al., 2000; Austin and Hughes, 2009). Rusijoje vakcininé¢ viruso RV-97
padermé naudojama vakcinos “Sinrab” gamybai. RV-97 buvo gauta i§ RB-71
padermés Vitebske. Siy dviejy vakcininiy virusy padermiy prototipas buvo
viruso paderm¢ “Sheep”, gauta i§ PV (Pastero viruso) padermeés (Gruzdev et
Nedosekov, 2001). RV-97 padermé yra pritaikyta kutivuoti BHK-21 Iasteliy
kulturose (Borisov et al., 2002).

Rekombinantiniy vektoriy vakcinos. Virusinis vektorius - tai geny

inZinerijos biudu gauti rekombinantiniai virusai, turintys patogeno antigeng
koduojan¢ia rekombinanting DNR. Vakcinuojamasis yra infekuojamas
vektoriumi, o patogeniné DNR yra transkribuojama ir transliuojama vakcinos
virusuose arba lastelése (pvz., jei vektorius mieliy lastelés). Nesvarbu, kokia
vektoriaus prigimtis, visi jie turi buti specifiSki taikiniams (lasteléms ar
audiniams), geny ekspresijos trukmé turi biiti pakankama, o svarbiausia, geny
perneSimas ir ekspresija turi biti saugis. Tam tikslui i§ patogeninio
mikroorganizmo nukleortig§ties geny inZinerijos metodais ,,iSkerpamas‘
segmentas, koduojantis vienos ar kitos medZiagos sintez¢ (Usonis, 2002). Sis
segmentas perkeliamas 1 kito mikroorganizmo genoma ir toks genetiSkai
pakeistas mikroorganizmas gamina jam nebiidingas antigenines medZiagas.
Kartu su reikiamais terapiniais genais 1 vektorius gali buti jterpti ir indukuojami
promotoriai, leidZiantys reguliuoti iterptuy geny ekspresija (Usonis, 2002).

Sios klasés vakcinos yra labai efektyvios bei saugios, ta¢iau joms kurti
reikia labai moderniy technologiju. Tuo tikslu gana placiai naudojamas raupy
vakcinos viruso (vaccinia) genomas (Bakiené, 2008). Tai rodo, kad raupy
vakcinos virusas yra saugi priemoné kity virusy antigeny raiskai, todél tinka
Siy sudétingy vakciny gamybai. Raupy vakcinos-pasiutligés virusy
rekombinantai naudojami kovai su pasiutlige Europos lapiy populiacijoje
(Bakiené, 2008). Viena i§ tokiy yra V-RG (angl. Vaccinia-Rabies
Glycoprotein) vakcina (Kieny et al., 1984; Wiktor et al., 1984). Ji taikoma
laukiniy mésédziy imunizavimui: rudosioms lapéms, Sunims ir usiiriniams

Sunims.  Vakcinoje = naudojamo  pasiutligés  viruso  glikoproteino
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imunogeniSkumas buvo iStirtas atliekant bandymus su rudosiomis lapémis,
Sunimis ir usiriniais Sunimis, arktinémis lapémis, Sernais, Eurazijos bebrais,
su jvairiy rusiy pelémis ir pauksciais — pelésakaliais, juodosiomis varnomis,
Sarkomis ir kékStais (Brochier et al., 1990, 1991, 1996; Desmettre et al., 1990,
Lambot et al., 2001; Cliquet et al., 2006).

Inaktyvuotos (negyvos) vakcinos nuo pasiutligés — preparatai, gauti

1§ inaktyvuoty virusy arba juy apsauginiy antigeny. Lyginant su nusilpnintomis
gyvosiomis jos yra maziau imunogeniskos, taciau gali jjautrinti organizma ir
suteikti pakankama imunogeniSkumo krivi paskiepijus. DazZniausiai Sos
vakcinos yra naudojamos Zmoniy ir naminiy gyviny imunopropfilaktikai nuo
pasiutligés (Dietzschold et al., 2003, WHO, 2010). Atliekant ORV su VRG
vakcina tyrimus vampyriniams Sik§nosparniams, imuninis atsakas pasiutligei
pastebétas jau 18-30 d (Setien et al., 1998). Pavasarj didelg lapiy populiacijos
dali sudaro lapiukai, kurie turi antikinus prie§ pasiutligés virusg. Tai itakoja
lapiuky vakcinacijos efektyvuma. V-RG vakcina yra pranaSesné uZ Kkitas
vakcinas imunizuojant lapiukus, turincius antikiiny prie§ pasiutligés virusus.
V-RG vakcinos visiSkai nepavojingos Zmonéms ir aplinkai, nors 1999 metais
Jungtinése Amerikos Valstijose V-RG vakcinos sukelta neigiama reakcija
buvo nustatyta néSciai moteriai, kuri pasveiko negydant (Rupprecht, 2001).
Tode¢l tokiomis vakcinomis, pagamintomis raupy vakcinos viruso pagrindu, ne
visada tikslinga skiepyti Zmones, nes didZioji Zmoniy populiacijos dalis buvo
skiepyta $iuo virusu ir tai gali duoti silpna imunini atsaka i rekombinantini
virusa (Bakien¢, 2008).

Literatiiros Saltiniuose daZniausiai apraSomi virusiniai vektoriai — Pox
(vaccinia virus), Adeno (AV), Canine Herpes (CHV) ir Retrovirus (ZIV)
virusai (Kieny et al., 1984; Wiktor et al., 1984). Tas pats vektorius gali biti
naudojamas skirtingy vakciny gamyboje. Pasiutligés vakcinose naudojamas
pasiutligés viruso glikoproteinas. Laukiniy gyviiny oralinei imunizacijai
sukurta V-RG vakcina raupy (pox vaccinia) viruso pagrindu ekspresuoja SAD
padermés glikoproteing (Wiktor et al., 1984; Winkler et al., 1992, Meslin et
al., 1994). Adrab.gp vakcina - Adeno virusas ekspresuoja pasiutligés ERA
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padermes viruso glikoproteing sukeldamas imunini atsaka Sunims (Tims et al.,
2000). Vakcinoje nuo pasiutligés sékmingai naudojamas Canine Herpes
virusas (CHV) ekspresuoja pasiutligés viruso glikoproteing (Xuan et al.,
1998). Atlikti bandymai su katémis naudojant meSkény raupy viruso (RCNV)
rekombinanting vakcing (dvivalente) nuo kaciy panleukopenijos (kac¢iy mara)
ir nuo pasiutligés (Hu et al., 1997). Taip pat yra sukurta rekombinantiné
pasiutligés viruso vakcina 1§ dviejy identiSky glikoproteino (G) genu
(SPBNGA-GA) (Faber et al., 2002). Literattroje apraSomos mésédZiy oralinés
vakcinacijos, kur sukurtas vakcinos SAD dINDI1 prototipas su paSalintu
fosfoproteino (P) genu, slopinant IFN-a indukcija, yra lyginamos su SAD B19
vakcinine paderme (Vos et al., 2011).

DNR vakcinos — tai naujos rasies skiepai. Siuos skiepus sudaro tik

DNR molekulés, koduojancios reikiamus antigenus (kai kada papildomai — ir
atsaka stiprinancias molekules, pvz., citokinus) (Bakiené, 2008). giq vakciny,
dar vadinamy “genetinémis vakcinomis” esmé tokia, kad tiesiogiai { recipiento
lastelg¢ iskiepijama nesidauginanti plazmide, kuri koduoja svetimo proteino
sintezg, o pastarasis sukelia stipry imunini atsaka (Usonis, 2002). Naudojant
keleta gyviiny riiSiy (peles, Sunis ir beZdZiones) buvo patikrintas DNR vakcinu
efektyvumas ir nustatyta, jog jos sukelia panaSy kieki neutralizuojanciy
antikliny ir apsaugo organizma panaSiai kaip ir inaktyvuotos vakcinos (Ray et
al., 1997; Wang et al., 1998, Bahloul et al., 1998, Perrin et al., 1999; Lodmell,
1999; Osorio et al.,, 1999; Lodmell et al., 2000, 2002). Remiantis gautais
tyrimy rezultatais su pelémis nustatyta, kad vienintel¢ DNR vakcinos injekcija
yra tokio pacio efektyvumo kaip maziausiai penkios i$ lasteliy kultiiry gautos
vakcinos injekcijos (Bahloul et al., 2003).

Laukinés faunos oraliné vakcinacija nuo pasiutligés. Tuo laikotarpiu kai

nebuvo naudojamos oralinés vakcinos, laukinés faunos pasiutligés kontrole
buvo vykdoma tik sumaZinant rasiy rezervuara (Aubert, 1994). Siuo metu
pasiutligé yra vienintele zoonoze, kuri laukinéje faunoje gali buti
kontroliuojama oraline vakcinacija. Praeitame amZiuje atsirado savoka -

aktyvios imunizacijos tvarkymas laukinéje faunoje (Baer et al., 1975). Taciau
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daug sunkumy buvo dél vakcinos formos, iSplatinimo metody ir panaudojimo
kontrolés, o svarbiausia del galimo neiSaiSkinto patogeniSkumo pasireiSkimo.
Todél kelios laboratorijos atliko praktinius tyrimus (Wandeler, 2000) su
Ivairiais iSplatinimo metodais, itraukiant ir vakcinos masalus, kurie buvo
pazymeti patino vilna (Winkler and Bogel, 1992; Matter et al., 1998). IS
pradziy, prie plastikinio indo su vakcina buvo prikabinama viStos galva (Steck
et al., 1982), bet pastaruoju metu yra gaminami ir tiriami {vairiy tipy vakciny
masalai i§ jvairiy maisto miSiniy (Linhart et al., 1997). Viena i§ placiausiai
Europoje naudojamy vakciny yra SAD B19 viruso padermés vakcina: 70
milijony vakcinos masaly buvo panaudota tarp 1983-1988 (Vos et al., 2000).
Tuo tarpu Vokietijoje ir Austrijoje per 1983-1986 metus lapiu oralinei
vakcinacijai nuo pasiutligés buvo panaudota 97 milijonai vakcinos masaly. Kaip
vakcina buvo naudojamos SAD B19 (53,2%) ir SAD P5.88 (44,5%) padermeés,
ir nuo 2007 mety keliuose regionuose nebuvo nustatyta teigiamy pasiutligés
atveju (Muller et al., 2009). Keletas saliy yra laisvos nuo pasiutligés: Kipras,
Danija, Graikija, Airija, Malta, Portugalija, Ispanija, Svedija ir DidZioji
Britanija. Kitos Salys jau keleta mety neturi pasiutligés atvejy, todél taip pat yra
laisvos nuo pasiutliges, taciau vykdo ORV programas: Austrija, Belgija, Estija,
Cekijos respublika, Suomija, Prancizija, Vokietija, Liuksenburgas, Olandija.
Taciau Salyse, kuriose atliekama pasiutligés ORV programa, pateikiami
praneSimai apie pasiutligés atvejus i§ endeminiy viety: Bulgarija, Vengrija,
Italija, Latvija, Lietuva, Lenkija, Rumunija, Slovakia, Slovénija (Cliquet et al.,
2010).

ORV programa Lietuvoje pradéta 1995 metais ir atliekama pagal
Nacionaling pasiutligés prevencijos programa panaudojant Zymétaja SAGI
(Virbac, Pranciizija) vakcing iki 1997 mety (Milius et al., 2004). 1998 metais
buvo naudojama kita Zyméta SAD Bern (Lysvulpen, Bioveta, Cekija)
vakcina, o 1999-2000 metais — pasiutligés susilpninta vakcina SAD P5/88
(Rabifox, Vokietija) (Milius et al., 2004). Pagal S$ia programa buvo
vakcinuojama du kartus per metus (kovo — balandZio ir spalio — lapkricio

meénesiais), masalai su vakcina buvo skirstomi didesnéje nei 10 tukst. kv. km
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teritorijoje pagal standartini jauky métymo daznuma (15-20 masaly/km?)
(Milius et al., 2004).

Literatiiros apzvalgoje pateikti duomenys rodo, kad pasiutligés atvejai
yra vis dar registruojami kai kuriose Europos Salyse. D¢l Sios priezasties
rengiamos pagrindinés pasiutligés prieziliros priemonés gyviiny populiacijose
nustacius pasiutlige. Pasiutligés diagnostikai naudojami patikimi antigeno ir
viruso nustatymo metodai, nurodyti PSO (WHO, 2004) ir PSGO (Cliquet and
Barat, 2008). Todél pasiutligei diagnozuoti labai svarbu taikyti greitus, jautrius
ir specifiSkus diagnostikos metodus, kurie yra vienas i§ kertiniy pasiutligés
likvidavimo elementy. PSO ir PSGO nuolat rengia ir atnaujina tarptautinius
pasiutligés diagnostikos ir kontrolés priemoniy reikalavimus (EC Commission,
2002). Kadangi pasiutligé yra nepagydoma liga, todé¢l labai svarbi Sios
infekcijos imunoprofilaktika. Pasiutligés vakciny partijos kokybé ir saugumas
prie§ vakcinacija turi buti tiriamas tarptautinése pasiutligés referencinése
laboratorijose pagal PSO rekomendacijas ir PGSO standartus (WHO, 2004;
OIE, 2004). Naudoty Lietuvoje vakcinuy partijos kokyb¢ ir saugumas pries§
ORV, buvo tiriama tarptautinéje pasiutligés referentingje laboratorijoje
Fridrich Loeffler institute, Vokietijoje. Pagal FEuropos farmakopéjos
rekomendacijas vienos dozés vakcininis pasiutligés viruso titras, uZtikrinantis
100% apsauga, turi biiti stabilus +25°C temperatiiroje ne trumpiau kaip 7
dienas. Pasiutligés virusy ar glikoproteiny minimalus kiekis vakcinos sudétyje
turi buti 10 karty didesnis uZ apsauging doze (Blancou et al., 1986). Virusy
stabilumui labai svarbios yra vakciny laikymo ir transportavimo salygos. Gyvu
virusy modifikuotos vakcinos turi buti laikomos — 20°C temperatiiroje (EC,
2002). Pries atliekant ORV Lietuvoje 2006 metais buvo atliktas susilpnintos
SAD Berne padermés vakcinos stabilumo jvertinimas nepalankiomis oro
salygomis iki ji buvo suésta gyviino (Maciulskis et al., 2008).

Pasiutligés epidemiologiniai duomenys Lietuvoje laukiniy ir naminiy
gyviny populiacijose buvo analizuoti tik iki 2003 mety. Lietuvoje nuo 2006
mety buvo jgyvendinta pasiutligés laukiniy gyviiny imunoprofilaktikos

priemoniy programa ir, ES Komisijai koordinuojant, vakcinacija, vykdoma

47



visose Baltijos Salyse (Lietuvoje, Latvijoje ir Estijoje). Laukiniy gyviny
pasiutligés likvidavimo kampanija finansuojama i§ 2003 mety PHARE
projekto ,,Gyviiny uzkreiamyjy ligy kontrolés stiprinimas Lietuvoje® lésuy.
Lietuvoje 2006-2011 metais laukiniy gyviiny imunizacijai nuo pasiutligés
buvo naudotos gyvuy nusilpninty virusy vakcinos.

Pasiutligés imunoprofilaktikos priemonés 2006-2011 metais Lietuvoje
buvo taikomos naminiams gyviinams augintiniams (Sunims, katéms ir
SeSkams) ir stambiems Zemés ikio gyvuliams naudojant inaktyvuotas
pasiutligés virusy vakcinas. Aktyviai imunizacijai nuo pasiutligés buvo
naudojama inaktyvuota Biocan R vakcina (Bioveta, Cekijos Respublika),
skirta Sunims, katéms, kailiniams Zvéreliams, galvijams, arkliams, avims,
ozkoms ir kiauléms. Taip pat daZznai buvo naudojama inaktyvuota pasiutligés
Pastero RV padermés vakcina Nobivac Rabies (Intervet International,
Olandija) skirta Sunims, katéms, galvijams, avims, oZkoms, lapéms, SeSkams,
arkliams. Naminiai gyviinai (Sunys, katés ir SeSkai) buvo vakcinuojami pagal
nustatytus gyviiny sveikatos reikalavimus, nurodytus Europos Parlamento ir
Tarybos reglamente (EB) Nr. 998/2003, taikomus nekomerciniam naminiy
gyvinéliy judéjimui tarp Europos Sajungos Saliy. Be to, pagal Siuos
reikalavimus prie§ jvezant gyviinus augintinius { nurodyty valstybiy nariy
teritorija bitinas pasiutligés vakcininiy antikiiny titro nustatymas, siekiant
patvirtinti pakankama apsaugini pasiutligés vakcininiy antikiing lygj.
Susvirksta vakcina, gyviiny organizme aktyvina daugeli apsauginiy organizmo
mechanizmy (makrofagus, opsoninus, interleukinus, B limfocitus ir t. t.,),
todeél susidaro specifiniai vakcinos antigeniniams komponentams antikiinai.
Antikiinai neleidZia plisti patekusiems ligos sukéléjams. Pagal PGSO eksperty
komiteto rekomendacijas (OIE, 2005), minimalus vakcininiy pasiutligés
antikiiny kiekis, apsaugantis nuo pasiutligés infekcijos, turi biiti ne mazesnis
kaip >0,5 TV/ml kraujo serumo (OIE, 2005). Lietuvoje 2006-2011 metais
profilaktiSkai nuo pasiutligés viruso buvo skiepijami naminiai gyvinai (Sunys,

katés ir SeSkai), per $i laikotarpi buvo suskiepyta vir§ 1 077 407 milijono
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gyviny. Taip pat buvo skiepijami ir kiti stambiis naminiai gyviinai: galvijai
(254490), arkliai (4757), avys ir ozkos (2261) ir kiti gyviinai (2186).

Siuo metu yra svarbu atlikti laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés
epidemiologing analizg, nustatant nukentéjusiy nuo laukiniy ir naminiy
gyviny Zmoniy skaiciy, vakcinacijos apimti ir poveiki, ivertinant laukiniy ir

naminiy gyvuny pasiutligés vakcinacijos efektyvuma.
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3. TYRIMO METODAI

Mokslinis tiriamasis darbas buvo atliktas 2008-2012 metais Vilniaus
Universiteto Imunologijos institute (nuo 2009 12 23 Valstybiniame moksliniy
tyrimy institute Inovatyvios medicinos centre Imunologijos departamente) ir
Nacionalinio Maisto ir Veterinarijos rizikos vertinimo instituto Virusologiniy
tyrimy skyriuje. Kartu su UZzkreCiamyuy ligy ir AIDS centro (ULAC)
Imunoprofilaktikos skyriaus vedé¢ja D. Razmuviene buvo atlikta Zmoniy
pasiutligés epidemiologinés situacijos ir imunoprofilaktikos analizé ir
tvertinimas. Visi tyrimai buvo atlikti laikantis 2009 01 22 Lietuvos
Respublikos valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus isakymu
priimto jstatymo reikalavimy: dél gyviiny skirty eksperimentiniams ir kitiems
mokslo tikslams, laikymo, priezitros ir naudojimo Nr. B1-639 (“Valstybés

Zinios”, 2009 01 22, Nr. 8-287).

3.1. Tyrimy objektas ir schema

Per 9 mety (2003-2011) laikotarpi ivertinta pasiutligés epidemiologiné
situacija, atlikti laukiniy gyviiny ir naminiy gyviiny pasiutligés atvejy tyrimai
1§ galvos smegenuy audiniy imunologiniais, virusologiniais ir molekulinés
biologijos tyrimo metodais. 2006-2011 metais Lietuvoje buvo atlieckama
laukiniy gyviiny oralin¢ vakcinacija nuo pasiutligés naudojant SAD Bern
Lysvulpen ir SAD B19 nusilpnintas vakcinas, taip pat buvo atlikti laukiniy
(rudyjy lapiy, ustiriniy Suny) ir naminiy (Suny, kaciy ir Sesky) gyviiny
serologiniai kraujo tyrimai ir jvertintas vakcinacijos efektyvumas.

MedZziaga imunologiniams, molekuliniams ir serologiniams
tyrimams buvo renkama visoje Lietuvos teritorijoje radus Kritusi ar jtariant
pasiutlige serganti laukini ar naminj gyvina. Kraujo serumo meéginiai buvo
atsitiktinai atrenkami medzioklés metu, i§ nuSauty ivairaus amZziaus ir lyties
rudyjy lapiy ir ustriniy Suny.

Méginiai buvo pristatomi laikantis griezty pasiutligés méginiy

paémimo ir pristatymo reikalavimy (OIE, 2011). Laukiniai ir naminiai
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gyvinai buvo tirti i§ visos Lietuvos teritorijos FAT metodu (n=17747) (OIE,
2011). Nuo 2005 mety atlikti pasiutligés FAT ir RTCIT metody palyginamieji
tyrimai usiiriniy Suny (n=1181) ir rudyjuy lapiy (n=1587) populiacijose. Nuo
2007 mety nustatytiems FAT metodu teigiamiems pasiutligés méginiams
(n=75) buvo atlikti pasiutligés viruso identifikavimo (RTCIT) ir molekuliniai
(AT-PGR) tyrimai (OIE, 2011). Tiriamasis darbas buvo atliktas pagal 3.1.1.
paveiksle pateikta schema.

I Etapas
Laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés paplitimo analizé (2003-2011
m.)
II Etapas
Pasiutligés paplitimo geografiniai ypatumai (2007-2011 m.)
Pasiutliges tyrimai (FAT, RTCIT ir FAT ir RTCIT jautrumo ir
AT-PGR) specifiSkumo nustatymas
III Etapas
Pasiutligés diagnostiniai tyrimai laukiniy gyviiny populiacijose (2003-
2011 m.)
IV Etapas

Pasiutligés viruso filogenetiné analizé (2007-2011 m.)

( Laukiniy gyviiny 59 még., naminiy gyviiny 16 meég.)

V Etapas

Pasiutligés serologiniy tyrimo metody jvertinimas (Rudyju lapiy 50
meg.)

Pasiutliges tyrimai (IFA ir FAVN) IFA jautrumo ir specifiSkumo
nustatymas

VI Etapas

Pasiutligés FAT ir RTCIT tyrimo metody jvertinimas
(Ustriny Suny ir rudyjy lapiy - 2768 meg.)

VII Etapas

Usiiriniy Suny ir rudyjy lapiy ORYV nuo pasiutligés efektyvamo
vertinimas IFA metodu (2006-2011 m.), (4122 még.)

VIII Etapas

Imunoprofilaktikos priemoniy analizé Lietuvoje (2006-2011 m.)

3.1.1 pav. Bendra tyrimy schema
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Lietuvoje 2006-2011 metais (jau 6 metai) du kartus per metus pavasarj ir
rudeni, buvo vykdoma laukiniy gyviny ORV, naudojant SAD Bern Lysvulpen
nusilpninta vakcina (Bioveta, Cekijos Respublika), o nuo 2011 mety pradéta
naudoti nusilpninta SAD B19 Fuchsoral vakcina (Impfstoffwerk, Vokietija).
Vakcina — sudéta 1 kapsulg, padengta masalu, kurios sudétyje yra tetraciklino
hidrochloridas. Laukiniam gyviinui édant masala, plySta kapsulé, kuri suzeidZia
burnos gleiving. Per pazeista gleiving virusas patenka { organizma ir aktyviai
imunizuoja laukinji gyviing nuo pasiutliges.

Naminiy gyviny (Suny, kaciy ir SeSky) 2006-2011 metais pasiuligés
vakcinacijos efektyvumo jvertinimui FAVN tyrimo metodu (OIE 2011) kraujo
serumo méginiai buvo atrinkti ir tiriami pagal nustatytus gyviny sveikatos
reikalavimus nurodytus Europos Parlamento ir Tarybos reglamente (EB) Nr.
998/2003, kuris taikomas nekomerciniam naminiy gyvunéliy judéjimui tarp
Europos Sajungos Saliy.

Pasiutligés Zmoniy epidemiologinei situacijai ir imunoprofilaktikai
Lietuvoje 2006-2010 metais ivertinti naudojant LR Sveikatos apsaugos
ministerijos (SAM) reikalavimus buvo iStirtas bitinosios medicinos pagalbos
teikimas bei epidemiologinés prieZitiros tvarka iSaiSkinant pasiutligés Zidinius.
Uzkreciamy ligy ir AIDS organizuoja Zmoniy pasiutligés epidemiologing
prieziiira Lietuvoje, siekiant uZkirsti kelig jos atsiradimui, {veZimui ir iSplitimui.
Zmoniy pasiutligés epidemiologiné analizé buvo atlikta remiantis ULAC 2006-
2010 m. pasiutligés steb¢jimais, kuriuose nurodomas nukent&jusiy asmeny
skaicius, kokie gyviinai juos suzalojo, kaip buvo atlikta imunoprofilaktika, kiek
sunaudota pasiutligés vakcinos ir imunoglobulino. Remiantis pasiutligés
imunoprofilaktikos ir butinosios medicinos pagalbos  teikimo  bei
epidemiologinés priezitros tvarka, vakcinacija nuo pasiutligés ir bitinoji
medicinos pagalba teikiama visiems, kurie buvo suzaloti ar apseiléti Zinomy ar
nezinomy gyviny, taip pat tiems asmenims, kurie susiZalojo teikdami
veterinaring pagalba gyviinams bei apdorodami skerdieng ar skrosdami nuo
pasiutligés kritusius gyvunus. ImunoprofilaktiSkai buvo vakcinuojami tie

Zmonés, kuriems dél profesinés veiklos buvo grésmé uzsikresti pasiutlige.
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20062010 metais Zmoniy pasiutligés vakcinacijai buvo naudojama
iSvalyta, inaktyvuota pasiutligés vakcina Verorab® (Sanofi Pasteur,
Pranciizija), vakcinuojant { rankos Zasto raumenis. Verorab® vakcina yra
pagaminta Vero lasteliy pagrindu (Wistar padermés Rabies PM/WI 38-1503-
3M) ir yra rekomenduojama skiepyti Zmones, kuriems yra didelé uZsikrétimo
pasiutlige tikimybé. Profilaktiné arba prie§ patenkant { sveikatai pavojinga
aplinka vakcinacijos schema yra: pirminé vakcinacija — 3 injekcijos (0, 7, 28
dienomis); pirma kartotiné vakcinacija — po 1 mety; vélesnis kartotinés
vakcinacijos periodas — kas 5 metai.

Esant Zmoniy kontaktui su pasiutusiais gyviinais suaugusiy Zmoniy ir
vaiky (neimunizuoty) skiepijimo schema yra: 5 kartus po 0,5 ml vakcinos
dozes (0, 3, 7, 14 ir 28 dienomis). Imunoglobulinai ir vakcina nuo pasiutligés
buvo naudojami nedelsiant sukandZiojimy ir nubrozdinimy kiaurai per oda
atvejais. Nuo 2006 iki 2007 Lietuvoje buvo naudojamas imunoglobulinas
Favirab (Sanofi Pasteur, Pranciizija), kurio sudétyje yra arkliy imunoglobulino
nuo pasiutligés F(ab’), fragmentai. Sis imunoglobulinas naudojamas kai
nustatoma daug tkandimy veido, galvos, kaklo, ranky srityse, kai laukinio ar
naminio gyvino negalima iStirti arba jis {tariamas uZsikrétgs pasiutlige.
Imunoglobulinas yra naudojamas kiek imanoma grei¢iau po ikandimo 40 TV/kg
kiino svorio kartu su pasiutligés vakcina, taciau ne ve¢liau astuntosios dienos po
pirmos vakcinos dozés paskyrimo. 2007 iki 2010 mety buvo naudojamas
imunoglobulinas Imogam®Rabies (Sanofi Pasteur, Pranciizija), kurio sudétyje
yra Zzmogaus pasiutligés 1gG, kuriy minimalus titras 150 TV. Jie skirti naudoti
vaikams ir suaugusiems, 20 TV/kg kiino svorio dozé iSvirkS¢iama viena karta,
ta paCia dieng kaip ir pirmoji pasiutligés vakcinos dozé. Jei anatomiSkai
imanoma, reikia kuo daugiau vaisto iSvirksti aplink Zaizdas. Likusia dali per
vieng kartg i{Svirksti { raumenis, geriausiai i deltini raumeni, o vaikams — i
iSoring Slaunies sriti, prieSinga vakcinos injekcijos vietai. Dél kokiu nors
priezasCiy uzdelsus profilaktikos pradzia, imunoglobulinas Imogam®Rabies
suleidZiamas nepriklausomai nuo laikotarpio tarp kontakto ir profilaktikos

pradzios, iki aStuntosios dienos po pirmos vakcinos dozés skyrimo.
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3.2. Tiriamyjy méginiy surinkimas

Patologiné medzZiaga pasiutligés FAT, RTCIT ir AT-PGR tyrimams buvo
imama i§ laukiniy gyviny galvos smegeny, VMVT laboratorijose beit NMVRVI
patologiniy anatominiy ir histologiniy tyrimy skyriuje laikantis darbo saugos su
pasiutligés virusu reikalavimy. Atvérus gyvinui galvos kaukol¢ smegenys buvo
iSimamos ir idedamos i 0,5 litro talpos vienkartini plastikini inda su sandariu
dangciu, uzrasant numeri ir informacija apie méginj. Pasiutligés FAT tyrimas
buvo atliekamas i§ karto gavus galvos smegeny mégini, todél iki tyrimo
atlikimo pabaigos méginys buvo laikomas +4°C temperatiroje. FAT tyrimo
metodu rasti teigiami pasiutligés galvos smegeny meéginiai buvo laikomi —70°C
temperatiroje iki kity pasiutlige patvirtinanc¢iy RTCIT ir AT-PGR tyrimy
atlikimo.

RTCIT tyrimui atlikti 1§ pasiutligei teigiamy galvos smegeny meéginiy
buvo ruoSiama smegeny suspensija. Tam tikslui i sterily 50 ml centrifugini
meégintuvel] pilama 10 ml Dulbecco PBS ir 0,4 ml antibiotiky. Mégintuvélis
buvo idedamas 1 —20°C temperatiiros Saldikli. IS¢émus mégintuvel; i§ Saldiklio
su jame esanciu suSalusiu ledu { ji buvo sudedamos smegeny dalys ir
paruoSiama smegenuy suspensija: 1 dalis smegenéliy, 1 dalis pailgyjy smegeny,
1 dalis Amonio rago. Mégintuvelis buvo gerai supurtomas su jame esanciu
suSalusiu Dulbecco PBS (Invitrogen) ir smegeny dalimis iki iStirpsta ledas. Po
to meégintuvélis buvo centrifuguojamas 30 min. prie 3500 aps./min +4°C
Saldomoje centrifigoje (Eppendorf, Vokietija). Po centrifugavimo paimtas
virSutinis suspensijos sluoksnis buvo ipilamas i sterily 1,8 ml meégintuveli, i§
kurio suspensija buvo naudojama lasteliy inokuliavimui. ParuoStas méginio
supernatantas prie§ inokuliavimag laikytas +4°C temperatiroje (ilgam
saugojimui -70°C-80°C temperatiiroje).

Laukiniy gyviiny kraujas ORV nuo pasiutligés serologiniams tyrimams
buvo steriliai imamas i$ tik nuSauto gyviino Sirdies venos 1 10 ml vakuuminius
meégintuvélius be antikoagulianto. Kad kraujas nehemolizuoty, kuo greiciau
buvo atidaroma nugaiSusio gyviino kritinés lasta, paimamas kraujas ir

méginiai kiek jmanoma grei¢iau buvo siun¢iami i laboratorija tyrimams +18
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+22°C temperaturoje. Laboratorijoje kraujo méginiai buvo centrifuguojami
1500 aps./min. greiciu 15 minuciy. Atskirtas kraujo serumas buvo iSpilstomas
1 sterilius plastikinius mégintuvélius po 1 ml, mégintuvéliai sunumeruojami ir
iki tyrimo pradzios laikomi - 20°C temperatiiroje.

Laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés epidemiologinei situacijai
iSaiSkinti medZiaga laboratoriniams tyrimams buvo renkama i§ visos Lietuvos
teritorijos. Méginiai buvo imami tokiais atvejais: a) gyviing itarus sergant
pasiutlige, tai yra atsiradus budingiems pasiutligei poZymiams (pasikeitus
gyvino elgesiui, atsiradus agresyvumui, parezei, paralyZiui, laukiniam
gyvinui atéjus 1 sodyba, apsigyvenus ir pan.), b) gyviinui staiga nugaiSus, c)
radus kritusi laukini ar namini gyviina. Laukiniy ir naminiy gyviny
epidemiologinei situacijai (2003-2011m.) Lietuvoje analizuoti ir {vertinti,
NMVRVI Virusologiniy tyrimy skyriuje buvo atlieckamas pasiutligés viruso
nustatymas FAT, RTCIT ir AT-PGR tyrimais.

3.3. Imunologiniai, virusologiniai ir molekuliniai tyrimai

Pasiutligés diagnostika buvo atliekama laikantis biologinés saugos
reikalavimy pasiutligés laboratorijoje (OIE, 2011). Tiriamieji pasiutligés galvos
smegeny meéginiai bei referentinés biologinés medZiagos buvo ruoSiami II

klasés A lygio biologinés saugos laminare (Hera safe, Vokietija).

3.3.1. Pasiutligés viruso antigeno nustatymas imunofluorescencijos tyrimo
metodu

Galvos smegeny meéginiy tyrimams FAT metodu buvo naudoti
komerciniai diagnostiniai pasiutligés virusui specifiniai polikloniniai antikiinai
(Bioveta, Cekijos Respublika), chemiskai sujungti su fluoresceino izotiocianatu
(FITC), toliau vadinami FITC konjugatu. Pasiutligés diagnostika FAT metodu
buvo atliekama pagal standartizuotus PGSO ir PSO (OIE, 2011) reikalavimus.

FAT metodas yra labai jautrus, padeda nustatyti maza antigeno kiek].

55



Siam tyrimui buvo naudojamos galvos smegeny dalys: pailguju
smegeny, smegeneliy, smegeny pusrutuliy Zievés ir Amonio rago. Vienam FAT
tyrimui buvo naudojami 9 Svaris, nuriebalinti etilo spirito ir eterio miSinyje
objektiniai stikleliai. IS juy 6 stikleliai buvo dazomi pasiutligei specifiniu FITC
Zymeétu konjugatu, o like 3 — neigiamu FITC Zymétu konjugatu. Objektiniai
stikleliai su tiriamy smegeny atspaudais buvo dziovinami ore ir fiksuojami
liepsna. Darbinis FITC konjugaty tirpalas, santykiu 1:7 buvo paruostas,
naudojant 20% sveiky balty peliy smegeny suspensija fosfatiniame buferiniame
tirpale (PBS) pH 7,4. Pasiutligés Ag ir fluorescencijos specifiSkumui nustatyti
buvo naudoti ant objektinio stikliuko fiksuoti smegeny atspaudai uZpilti po
100ul konjugato: pasiutligei specifinis FITC konjugatas (teigiamas) + tiriamasis
preparatas (galvos smegenys) ir nespecifinis FITC konjugatas (neigiamas) +
tiriamasis preparatas (galvos smegenys). Po 30 min. inkubacijos termostate
+37°C, objektiniai stikliukai plaunami 3 kartus po 10 min. PBS, pH 7.4,
nuskalaujami  distilivotu  vandeniu, ir dZiovinami. FAT  metodu
nukleokapsidinio baltymo specifini darini identifikavome pagal jo Svytéjima.
Pasiutligés FAT tyrimo rezultatai buvo vertinami stebint pro liuminescencing
mikroskopa su x40 objektyvo padidinimu (Nikon, Japonija).

Rezultatas laikomas teigiamu jvertinus specifiniu konjugatu nudazyty 6
objektiniy stikliuky plota ir aptikus nors viena ar du specifinius pasiutligés
virusy Ag darinius. Rezultatas laikomas neigiamas jvertinus specifiniu
neigiamu FITC konjugatu nudaZyty 3 objektiniy stikliuky plota ir neaptikus

nei vieno specifinio pasiutligés virusy Ag darinio.

3.3.2. Lasteliy kultiry infekavimas pasiutligés virusu ir jo identifikavimas
tiesioginés imunofluorescencijos metodu.

RV identifikavimas buvo atliekamas RTCIT metodu infekuojant N2a
CCL-131 Iasteliy linijas teigiama pasiutligei galvos smegeny suspensija ir
dazoma taikant tiesiogini FAT. RTCIT metodui buvo naudojamos referentinés
medziagos: N2a CCL-131 Iasteliy linija ir laboratorinio pasiutligés CVS-11
ATCC VR 959 padermeés virusas (ANSES, Pranciizija). Tiesioginiam FAT
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daZzymui naudoti komerciniai diagnostiniai pasiutligés virusui specifiniai
monokloniniai antikiinai, Zyméti FITC (Fujirabio, JAV) pagal gamintojo
instrukcija.

Pasiutligés viruso identifikavimas tiesioginiu RTCIT metodu 96-Sulinéliy

ploksteléje.
RTCIT tyrimas atliktas, naudojant 96-Sulin¢liy plokstelg, kurioje {

kiekviena Sulinélj ipilta po 200 ul paruostos koncentracijos 3x10°/ml N2a
CCL-131 Iasteliy suspensijos su DMEM auginimo terpe, i kurios sudétj jeina
5% FVS (DMEM+5% FVS) (Invitrogen). PlokStele uZdengta dangteliu ir
inkubuota +37°C su 5% CO, nuo 30 iki 60 min. Po inkubacijos N2a CCL-131
lasteliy linijos inokuliuotos po 100 ul gyviiny galvos smegeny supernatantu
praskiestu (1:10) su Dulbecco PBS (Invitrogen). Tiriamieji gyviny galvos
smegeny méginiai iSpilstyti { keturis Sulin¢lius pagal schema (3.3.2.1 pav).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |1 2 13 4 5 6 7 8 9 10 | Last | Last

B |1 2 13 4 5 6 7 8 9 10 | Last | Last

C |1 2 (3 4 5 6 |7 8 9 10 | Last | Last

D |1 2 13 4 5 6 7 8 9 10 | Last | Last

13 | Ir.t.t Last | CV

E |11 |1
2 . . S
F |11 |1 |13 |Irtt Last | CV
2 . . S
G (11 |1 |13 |Irtt Last  CV
2 . . S
H |11 |1 |13 |Irtt Last | CV
2 . S

3.3.2.1 pav. Méginiy iSpilstymo 96-Sulinéliy plokSteléje schema.

RTCIT reakcijos patikimumui ir specifiSkumui patvirtinti buvo
naudojamas CVS-11 ATCC VR 959 padermés virusas, iSpilstytas po 100 pl {
keturis Sulinélius (3.3.2.1 pav.) ir toje pacioje plokStel¢je palikta dvylika
Sulineliy su neuzkréstomis N2a CCL-131 Iastelémis stebéti ju gyvybinguma ir
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dauginimasi. Inokuliuota plokStelé uZdengta dangteliu ir inkubuota 24 val.
+37°C su 5% CO,. Po inkubacijos plokstelé iSimama i$ termostato, sena terpé
nusiurbiama ir pakei¢iama SvieZia terpe (DMEM+5% FVS), ipilant { kiekviena
Sulineli po 300 pl. Terpé¢ pakeista ir iSpilstyta naudojant atskira antgali
kiekvienam méginiui ir kontrolei. Panaudoti antgaliai ir terpé¢ buvo
pamerkiami i dezinfekcini tirpala (1% ,,Virkon*) maziausiai 15 min, po to
autoklavuota. Plokstelé su Sviezia terpe (DMEM+5% FVS) uzdengta dangteliu
ir inkubuota 72 val. +37°C su 5% CO,. Po inkubacijos inokuliuotos N2a CCL-
131 1astelés buvo fiksuojamos 80% acetonu 30 min., nupylus acetong plokstele
buvo dziovinama ir dazoma FITC Zymeétais specifiniais pasiutligés virusui
monokloniniais antikiinais. ParuoStas darbinis konjugato tirpalas iSpilstytas 1
kiekviena plokstelés Sulineli po 50 pl, ploksSteleé uzdengta dangteliu ir
inkubuota +37°C 30 min. drégnoje kameroje. Po inkubacijos ploksteleje
esantis visas konjugato turinys iSpiltas i dezinfekcini tirpala, plokstelé buvo
plaunama 2 kartus ipilant po 300 pl Dulbecco PBS tirpalo. Plokstelé gerai
nusausinama  popieriniu  sugeriamuoju  rankSluos€iu  ir  vertinama
liuminescenciniu inversiniu mikroskopu. Infekuotos pasiutligés virusu lastelés

citoplazmos viduje esancios ivairiy dydziy granulés fluorescuoja — Svyti

ryskia, Zalio obuolio spalva.

a) Teigiamas rezultatas. b) Neigiamas rezultatas.

3.3.2.2 pav. N2a CCL-131 lasteliy kultuiroje pasiutligés viruso identifikavimas
tiesioginiu FAT metodu.
Rezultatas teigiamas, kai {vertinus visa Sulinélio plota radome viena ar

daugiau fluorescuojanciy lasteliy (3.3.2.2 pav. a). Rezultatas — neigiamas, kai
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vertinus visa Sulinélio plota neaptikome nei vienos fluorescuojancios lastelés
(3.3.2.2 pav. b). Neinfekuotos lastelés atrodo pilkos spalvos.

Pasiutligés teigiamy meéginiy patvirtinimas T25cm flakonuose ir

identifikavimas tiesioginiu FAT metodu 96-Sulinéliy ploksSteléie.

Teigiamy méginiy patvirtinimui, kai RV po pirmo pasazo nebuvo
identifikuotas RTCIT metodu 96-Sulinéliy plokSteléje, buvo atliktas méginiy
kultivavimas T25cm flakone. Pasiutligei teigiamo gyviino galvos smegeny
meéginio kultivavimui T25cm flakone naudota 20% smegenuy suspensija
DMEM terpé¢je su 5% FVS. Vienam méginiui buvo naudoti 3 T25cm flakonai
su N2a CCL-131 lasteliy linijomis: (vienas flakonas — méginiui, antras —
lasteliy kontrolei, trecias — CVS 11 kontrolei). Lasteliy padauginimui flakonai
buvo inkubuojami 24 val. +37°C su 5% CO, termostate. Po 24 val.
inkubacijos, Sviesiniu invertiniu mikroskopu (Nikon, Japonija) jvertintas N2a
lasteliy  susiformaves 80% monosluoksnis. N2a CCL-131 Iasteliy
monosluoksnis nuimtas su 2-3 ml tripsino/EDTA tirpalu (Invitrogen).
Tripsinizacijos procesui sustabdyti ipilta 5-10 ml DMEM terpés be FVS ir su 5
ml sterilia pipete lastelés suspenduotos (apie 20 karty). ParuoSta reikiamos
2x10%ml koncentracijos N2a CCL-131 lasteliy suspensija sumai§oma
lygiomis dalimis su teigiamu gyviny galvos smegeny méginio 20%
supernatantu (500 pl lasteliy suspensijos + 500 pul méginio supernatanto) ir
tpilama 1 T25cm flakona. T25cm flakonas 30 min. inkubuojamas +37°C su
5% CO,, atsargiai 3 kartus sujudinant lasteles inkubacijos metu. Po
inkubacijos méginys su lastelémis centrifuguojamas 1100 aps./min. grei¢iu 10
min. prie +4°C centrifugoje (Eppendorf, Vokietija). Po centrifugavimo
virSutinis nereikalingas supernatanto sluoksnis nupiltas i dezinfekcini tirpala.
Tyrimui naudotos likusios mégintuvelyje lastelés, kurios buvo suspenduotos
su 10 ml auginimo terpés DMEM+5% FVS ir po 8,8 ml suspensijos pernesta {
sterily T25cm flakona. Likes kiekis (1,2 ml Iasteliy suspensijos) buvo
iSpilstomas po 300 pl i sterilios 96-Sulinéliy plokstelés 4 kartotinius Sulinélius
pagal schema (3.3.2.1 pav.). Reakcijos patikimumui ir specifiSkumui ivertinti

tokia pacia procediira buvo paruosta pasiutligés viruso CVS-11 ATCC VR 959
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paderme ir iSpilstyta po 300 pl i keturis Sulinélius ir toje pacioje ploksteléje 1
dvylika Sulinéliy iSpilstyta po 300 pl neinfekuoty N2a CCL-131 Iasteliy
suspensija stebéti ju gyvybingumui ir dauginimuisi. Tiriamieji meéginiai ir
kontrolés T25 cm flakonuose ir 96-Sulinéliy ploksteléje inkubuojami 72 val.
+37°C su 5% CO,.

Pirmas 2 dienas méginiai T25 flakonuose ir 96-Sulinéliy ploksteléje
vertinti Sviesiniu inversiniu mikroskopu (Leica, Nicon). Tikrintas lasteliy
citotoksinis efektas, kuri sukelia méginyje esanciy bakteriju toksines
medziagos. Méginiai, kuriems buvo nustatytas citotoksinis efektas toliau
nebuvo kultivuojami.

Po 72 val. Inkubacijos +37°C su 5% CO, inokuliuotos N2a CCL-
131 lasteles 96-Sulineliy ploksteléje buvo fiksuotos 80% acetonu 30 min.,
nupylus acetong plokStele buvo dzZiovinama ir dazoma FITC Zymeétais
pasiutligei specifiniais monokloniniais antikiinais. ParuoStas darbinis FITC
konjugato tirpalas jpilamas i kiekviena plokStelés Sulinélj po 50 pl, plokstelé
uzdengiama dangteliu ir inkubuojama +37°C 30 min. Po inkubacijos
plokstelés Sulinéliuose esantis turinys buvo iSpiltas 1 dezinfekcini tirpala,
plokstelé plaunama 2 kartus Dulbecco PBS tirpalu. Po to gerai nusausinama
popieriniu  sugeriamuoju rankSluos€iu ir vertinama liuminescenciniu
inversiniu mikroskopu tamsiame kambaryje. Identifikuoti RV teigiami
meginiai su T25cm flakonais buvo patalpinti 1 Saldikli —70°C 48val., po to
atSildyti po Saltu tekanciu vandeniu. Atitirpusi méginiy suspensija perpilta i 15
ml centrifugini meégintuveli ir centrifuguota 3000 aps./min. grei¢iu 20 min.
prie +4 °C. Po centrifugavimo virSutinis suspensijos sluoksnis ipiltas i sterily
1,8 ml mégintuvélj ir padétas saugojimui -70°C - -80°C temperatiiroje.

Neigiami méginiai buvo kultivuojami iki 4 pasazo atliekant tas pacias
prieS tai apraSytas meéginio kultivavimo procediiras T25cm flakonuose ir

lygiagre€iai naudojant 96-Sulineliy ploksteles.
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3.3.3. Imunofermentinés analizés metodas

Rudyju lapiy ir usiiriniy Suny ORV nuo pasiutligés efektyvumui
nustatyti buvo naudojamas komercinis imunofermentinés analizés (IFA)
Platelia™ Rabies II rinkinys (Bio-Rad, Pranciizija). Jis skirtas nustatyti ir
titruoti antiklinus, specifinius RV glikoproteinui laukiniy gyviiny kraujo
serume. Netiesioginis IFA metodas atliktas laikantis diagnostinio rinkinio
gamintojo instrukcijos.

Rinkinio mikroplokStelé yra padengta pasiutligés glikoproteinu.
Konjugata sudaro proteinas A, iSskirtas i§ Staphylococcus aureus, sujungtas su
peroksidaze. Atliekant IFA tyrimus buvo naudojamos papildomos referentinés
teigiama ir neigiama kontrolés (ANSES, Pranciizija), kalibruotos pagal PSO
standartus, leidZianc¢ios kokybiskai ir kiekybiSkai nustatyti antikiiny, specifiniy
pasiutligés virusui, titra kraujo serume (Servat et al., 2007). Antikiiny kiekis
lygus arba virSijantis 0,5 TV/ml PSO ir PGSO eksperty yra laikomas tinkama
apsauga nuo uZzsikrétimo. Specifiniy vakcininiam RV antikiiny kontrolé
leidZia netiesiogiai ivertinti vakciny efektyvuma oralinés laukiniy gyviny
vakcinacijos metu (Servat et al., 2007).

Tiriamieji kraujo serumo meéginiai bei teigiamos ir neigiamos rinkinio
kontrolés ir referentinés kontrolés prie§ tyrima buvo gerai iSmaiSyti, atskiesti
1:100 su rinkinyje esanc¢iu Tris/EDTA skiedimo buferiniu tirpalu ir iSpilstomi
po 100 ul 1 glikoproteinu padengtos mikroplokstelés Sulinélius. Per viena
inkubavimo valanda +37°C temperatiiroje antikiinai prie§ pasiutligés virusa,
esantys méginyje, susijungia su glikoproteinu, kuriuo padengti mikroplokstelés
Sulinéliai. Po inkubavimo nesusijunge antikiinai ir kiti serumo baltymai
paSalinami 3 kartus plaunant su paruoStu naudoti Tris-NaCl (pH 7,2) plovimo
tirpalu. Po plovimo buvo iSpilstytas konjugatas po 100 pl { mikroplokstelés
Sulinélius. Per antra vienos valandos inkubavima +37°C temperatiiroje Zymeéti
konjugato antikiinai susijungia su antikiiny prie§ pasiutligés virusa ir antigeno
kompleksais, prisitvirtinusiais mikroplokStelés  Sulinéliuose.  NesuriStas
konjugatas paSalintas 5 kartus plaunant Tris-NaCl (pH 7,2) plovimo tirpalu.

Susidares imuninis kompleksas iSryskéja ipylus 100 pl peroksidazés substrato -
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TMB tirpalo. Po 30 min. inkubavimo tamsoje +18°C - +21°C temperatiiroje
buvo uZpiltas 1 N sieros riigsties tirpalas po 100 pl i kiekviena Sulinélj ir atlikti
matavimai prie 450 nm bangos ilgio automatiniu mikroploksteliy analizatoriumi
(EIx808, Bio-Tek, JAV). Tiriamy meéginiy optinio tankio (OT) verté palyginta
su teigiamomis kontrolémis. Meéginio titrai kiekybiniame tyrime gauti i8
standartinés kreivés ir iSreikSti ekvivalentiniais vienetais mililitre (EV/ml).
Vienetas, ekvivalentiSkas tarptautiniam vienetui (TV/ml), nustatytas serumo
neutralizacija.

IFA duomenys apdoroti rinkinio Platelia™ Rabies II kompiuterine
programa, nubraiZant kreive i§ kontroliniy serumy OT parodymy, panaudojant

“smoothing spline” funkcija.

3.3.4. Pasiutliges viruso neutralizacijos fluorescuojanciais antikiinais metodas

Viruso neutralizacijos (VN) lasteliy kultiirose reakcija pagrista tuo, kad
neutralizuojamas virusy aktyvumas, naudojant specialias audiniy kultiiras. Sio
tyrimo metodo principas yra pasiutligés laboratorinio viruso neutralizacija in
vitro prie§ tai uzkrétus jautrias pasiutligés virusui lasteles: BHK-21 (ATCC-
CCL 10). Serumo titras yra praskiedimas, kuriame virusas yra 100%
neutralizuojamas 50% duobuéiu. Sis titras iSreiSkiamas tarptautiniais vienetais
mililitre (TV/ml).

FAVN tyrimui buvo naudojamos referentinés medziagos: BHK-21 C13
(ATCC CCL-10) lasteliy linija, laboratorinis pasiutligés CVS-11 ATCC VR
959 padermes virusas, kontrolinis PGSO teigiamas serumas 0,5 TV/ml ir
neigiamas referentinis serumas (ANSES, Pranciizija). Tiesioginiam FAT
daZzymui naudoti komerciniai diagnostiniai FITC Zymeéti pasiutligés virusui
specifiniai monokloniniai antiktinai (Fujirabio, JAV).

FAVN reakcija atlikta mikrometodu naudojant 96-Sulinéliy plokstelg,
naudojant BHK-21 C13 lasteles ir CVS-11 ATCC VR 959 su 100 AKIDs,
(Cliquet et al., 1998). Prie§ atliekant FAVN reakcija CVS-11 ATCC VR 959
padermés virusas buvo iStitruotas ir jo titras lasteliy kultiroje BHK-21 C13

siekée 10> AKIDs¢/ml (50 % audiniy kultiiros infekcinés dozés).
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Tiriamieji kraujo serumai pries tyrima buvo inaktyvuojami, kaitinant
juos +56°C temperatiiros vandens voneléje 30 min. Méginiai buvo titruojami
96-Sulin¢liy ploksteleje, DMEM+10% FVS (Invitrogen) lasteliy kultiiry terpe
panaudojant kaip skiedikli. DMEM+10% FVS terpé iSpilstyta i visus Sulinélius
po 100 pl, o 1 6-aj1 ir 12-aji po 200 pl. Tiriamasis serumas iSpilstytas po 50 pl 1
keturis kartotinius plokStelés Sulinélius ir titruotas po 50 pl automatine
daugiakanale pipete. Vienam méginiui skiesti naudoti 6 Sulinéliai serumus
titruojant nuo 1:3, 1:9, 1:27, 1:81, 1:243, 1:6561. | visus iStitruotus méginiy
Sulinélius iSpilstyta po 50 pl paruoStos CVS-11 viruso suspensijos su DMEM be
FVS, naudojant 100 AKIDs, virusiniy daleliy méginiui. PlokSteleé 60 min.
inkubuojama termostate +37°C su 5% CO,. Po inkubacijos 1 kiekviena Sulin¢li
ipilama po 50 pl paruostos BHK-21 4x10° lasteliy suspensijos auginimo terpéje
ir plokstelés 48 val. inkubuojamos +37°C temperatiroje su 5% CO,. FAVN
reakcijos patikimumui ir specifiSkumui patvirtinti buvo naudojama atskira 96-
Sulineliy plokstelé, kurioje iStitruoti referentiniai teigiamas ir neigiamas serumai
ir CVS-11 ATCC VR 959 padermés virusas koncentracijai nustatyti, palikti ir
keturi Sulinéliai su neuZzkréstomis BHK-21 C13 lastelémis stebéti ju
gyvybingumui ir dauginimuisi. Po 48 val. inkubacijos buvo iSimtos plokstelés ir
staigiu judesiu apvertus plokStele sena terpé nupilta, o plokStele 1 karta
praplauta jpilant po 300 pl Dulbecco PBS tirpalo. Po to 96-Sulinéliy ploksteleje
esanCios BHK-21 C13 Iastelés buvo fiksuotos 80% acetonu 30 min. po
fiksacijos acetonas nupiltas, plokSteleé buvo dZiovinama ir daZoma FITC
konjugatu. ParuoStas darbinis konjugato tirpalas ipiltas 1 kiekviena plokstelés
Sulineli po 50 pl, plokstelé uzdengta dangteliu ir inkubuota +37°C 30 min.,
drégnoje kameroje. Po inkubacijos plokSteléje esantis turinys iSpiltas i
dezinfekcinj tirpala, plokstelé buvo plaunama 2 kartus jpilant po 300 pl
Dulbecco PBS tirpalo ir gerai nusausinta popieriniu sugeriamuoju rankSluosciu.
Paruosta plokStelé buvo vertinama liuminescenciniu inversiniu mikroskopu
tamsiame kambaryje.

Visy pirma buvo jvertinta kontroliy plokstelé¢ ir nustatytas FAVN

reakcijos patikimumas ir specifiSkumas, kontroliy vertés statistiSkai atitiko visy
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ankstesniy gauty tyrimy verciy vidurki. VN titru buvo laikomas maZiausias
tiriamo serumo antiktiny (Dsg) kiekis, kuriame virusai yra neutralizuojami 50 %
duobuciy, t.y. kai visiSkai sustabdomas CPE ir skai¢iuojamas Spearman-Kirber
metodu (Spearman, 1908), (Kérber, 1931). Serumo titras iSreikStas tarptautiniais
vienetais mililitre (TV/ml) palyginus su referentiniy teigiamo ir neigiamo

serumuy titrais, gautais kiekviename tyrime.

3.3.5 Pasiutliges viruso neutralizacijos reakcijos vertinimas
Pasiutligés viruso neutralizacijos fluorescuojanciais antikiinais metodu

buvo apskaiCiuotas neutralizuojanciy antikiiny kiekis su nustatyta pasiutligés
viruso CVS 11 doze. Tiriamieji serumai buvo lyginami su PGSO teigiamais
standartiniais serumais, kuriy antikiiny kiekis yra nuo 0,5 TV/ml (OIE, 2011).
Pasiutligés VN antikiiny titras lastelése buvo nustatytas naudojant FAT, dazant
komerciniais  diagnostiniais FITC  Zymétais  pasiutligei  specifiniais
monokloniniais  antikiinais. = Rezultatai  buvo  vertinami  inversiniu
liuminescenciniu mikroskopu.

CVS-11 padermés viruso titras buvo apskaiCiuojamas Spearman-Kérber
metodu (Spearman, 1908, Kirber, 1931, OIE, 2011). Virusy titras buvo
iSreiskiamas AKIDs ir apskaiciuojamas pagal formulg:

d ri
logio (AKIDsp) = -{x0 -2+ d X ni}

* logl0 (AKIDsy) — kuriame nustatoma, logaritminis skiedimas 50%
teigiamy duobuciy, pagal 50% fluorescencija

* x0 — -(logoritminis skiedimas, maZiausias skiedimas visose neigiamose
duobutése sukeliantis daugiau kaip 50 % lasteliy kultiiry CPE)

* d-logl0 skiedimo Zingsnis

* ni —neigiamy duobuciy skaicius

ri — kartotiniy duobuciy skaicius

Tai reiskia, kad:
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log AKIDs, serume = (n logl0 (50 skiedimas) = kuriame nustatoma
logaritminis skiedimas 50% teigiamy duobuciy, pagal 50% fluorescencija.

X0 = -(log10 maZziausias skiedimas visose neigiamose duobutése

d =1og10, skiedimo Zingsnis

teigiamy duobuciy skaicius/4x log skiedimo Zingsnis —(log skiedimo Zingsnis/2)

+ skiedimas log, kur nustatomas 4 neigiamose duobutése.

3.3.6. Diagnostiniy imunofermentinés analizés ir viruso neutralizacijos
fluorescuojanciais antikiinais metody vertinimas

Tyrimy eigoje buvo atliktas palyginamasis IFA ir standartinés FAVN
metody, naudojamy laukiniy gyviinu ORV nuo pasiutligés efektyvumo tyrime,
tvertinimas. Surinkti rudyju lapiy kraujo serumo méginiai (n=50) buvo tiriami
3.3.3 ir 3.3.4 skyriuose nurodytais metodais. FAVN reakcijoje buvo naudota
CVS-11 ATCC VR 959 padermés 100 AKIDs, virusiniy daleliw/0,1 ml.
Duomenys, gauti skirtingais tyrimo metodais, buvo lyginami, jvertinant reakciju
jautruma ir specifiSkuma pagal PSGO (OIE, 2011).

IFA reakcijos specifiSkumas ir jautrumas buvo nustatytas lyginant su
FAVN reakcija, kuri pripaZistama standartine (“gold standard”). Reakcijos
specifiSkumas nusakomas kaip tikimybe, jog realiai rudosios lapés nesuédusios
susilpnintos SAD Bern vakcinos (t.y. nustatyta standartine FAVN reakcija)
rodys neigiama reakcijos rezultata. Reakcijos jautrumas nusakomas kaip
tikimybé, jog realiai turinCios susidariusi imuninj atsaka rudosios lapés

(nustatyta standartine FAVN reakcija rodys teigiama rezultata.

Diagnostinio specifiSkumo % = x 100;

_IN
TN + NT
¢ia TN - tikrai neigiamy meéginiy skaicius, standartinéje VN reakcijoje
nereagavg. NT — netikrai teigiamy meéginiy skaiCius, t.y. teigiami tiriant

lyginamojoje reakcijoje, bet neigiami tiriant standartine.

T
Diagnostinio jautrumo % = n X 100;

TT + N,
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¢ia TT - tikrai teigiamy meéginiy skaicius, nustatytas standartine reakcija. NN —
netikrai neigiamy meéginiy skaicius, nustatytas lyginamojoje reakcijoje, bet

teigiami tiriant standartine.

3.3.7. Pasiutligés viruso nustatymas atvirkstinés transkripcijos polimerazés
grandininés reakcijos metodu

Pasiutligés viruso RNR ekstrakcija 1§ galvos smegeny méginiy buvo
atlieckama naudojant komercini rinkini Rneasy Mini Kit (Qiagen) laikantis
rinkinio gamintojo instrukcijos. Tam tikslui tiriamoji galvos smegeny medZiaga
buvo homogenizuojama buferiniame lizés RLT tirpale (Qiagen) naudojant
mechaning audiniy homogenizavimo prietaisa (TissueLyserll
machine,.Vokietija). RNR buvo iSplauta su 70 ul vandens be RNaziy PGR
reakcijai. ISskirtas RNR kiekis buvo uzsaldytas ir saugojamas —20°C iki tyrimy
pradzios.

Pasiutligés viruso diagnostiniai AT-PGR tyrimai buvo atliekami
naudojant vieno zingsnio AT-PGR rinkini (Qiagen). Vienam reakcijos
megintuvéliui buvo paruostas PGR reakcijos miSinys susidedantis i$: Sul vieno
zingsnio AT-PGR buferio, 1ul dANTP miSinio iki 10mM koncentracijos, 1ul
fermento miSinio ir po lul kiekvieno i§ dvieju pradmeny — JW12 (5’-AT
ATGTAACACCYCTACAATG-3’) ir JW6DPL (5-
CAATTCGCACACATTTTGTG-3’) iki 20mM koncentracijos, 11ul kokybisko
PGR vandens ir 5ul tiriamosios RNR. Atvirkstiné transkripcija: +50°C 30 min.,
pirminé denatiiracija +95°C 15 min., toliau PGR metu buvo atlikti 35
amplifikavimo ciklai su pirmine denaturacija +94°C 30 min., pradmeny
prikibimas +49°C 30 s., DNR sintezé +72°C 1 min., DNR fragmenty
uzbaigimas +72°C 10 min. (Orlowska et al., 2008). Naudoti pradmenys
susintetinti pagal literatiiroje pateiktas sekas (Heaton et al., 1997). Amplifikuoto
produkto nustatymas buvo atliekamas 1,5% agarozés gelyje. Gauti PGR
produktai buvo gryninami naudojant 500 U SAP (angl. Shrimp Alkaline
Phospahatase, Fermentas, Lietuva) ir 10 U Exol (angl. Exonuclease,

Fermantas, Lietuva) inkubuojant +37°C 15 min. ir inaktyvuojant fermentu
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+85°C 15 min. Todél PGR produktai buvo gryninami naudojant Centri-Sep
greitas patvirtintas biosistemas. PGR metu buvo gautas 362 nukleotidy pory
produktas. Sekvenavimas buvo atliekamas naudojant BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing rinkinj, pagal gamintojy biosistemy instrukcija (Applied
Biosystems 3100 Avant, JAV).

3.4. Statistiné duomeny analizé

Gauty rezultaty analizé buvo atliekama naudojantis statistine duomeny
apdorojimo programa SPSS (angl. — Statistical Package for the Social Science)
(16.00). Kokybiniai rodikliai apraSyti pateikiant jy procentini pasiskirstyma.
Duomeny statistiniam patikimumui bei sgsajoms tarp analizuojamy veiksniy
ivertinti buvo naudojamas — Chi kvadrato testas. Skirtumai laikyti statistiSkai
reikSmingi, jeigu paklaidos tikimybés reikSmé p maZesné nei 0,05. RV
paplitimo gyviny tirtuose meéginiuose pasikliautinis intervalas (PI) ir paplitimo
procento skirtumy patikimumas, esant 95% tikimybei, apskaiciuotas

“Dimension Research”, Inc. programa.
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4. TYRIMU DUOMENYS

4.1. Laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés paplitimo Lietuvoje analizé

Lietuvoje 2003-2011 mety laikotarpyje buvo atlikti laukiniy ir naminiy
gyviny pasiutligés tyrimai. Per §i laikotarpi i§ viso buvo iStirta 17 747, 18 ju 11
817 laukiniy ir 5930 naminiy gyviny i$ {vairiy Lietuvos regiony. IS ju per 9
mety laikotarpi buvo nustatyta 4860 laukiniy ir 1297 naminiy gyviiny infekuoty
RV. Rezultatai, gauti tiriant bendrus gyviny galvos smegeny meéginius (4. 1.1/
pav.) parodé, kad RV infekuotumas laukiniy ir naminiy gyviny tirtuose

meéginuose skirtingas.
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4.1.1. pav. Laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés atvejai Lietuvoje 2003-2011
metais.

Didziausias infekuotyju RV santykis yra laukiniy gyviiny grupéje —
41,13% (P140,24% — 42,02%), o naminiy gyviny grup¢je — 21,87% (PI 20,84
% — 22,94%). Atlikta rezultaty statistiné analiz¢ parodé, kad laukiniai gyvinai
sergantys pasiutlige infekavo naminius gyviinus RV, nes buvo pastebétas
statististiSkai reikSmingas RV padidé¢jimas (p<0,05). Miisy atlikta statistiné

analiz¢ parode, kad nuo 2003 iki 2011 mety gyviiny pasiutligés infekuotumas
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vidutiniSkai mazéjo po 6,9 procentinius punktus per metus (p=0,001) (4.1.2.

pav.).
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4.1.2. pav. Gyviiny pasiutligés infekuotumo dinamika Lietuvoje 2003-2011

metais

Laukiniy gyviny tiriamuose méginiuose didZiausias pasiutligés viruso
paplitimas buvo nustatytas usiiriniy Suny 53,88%, rudyju lapiy 41,10%, barsuky
49,33%, kiauniy 30,69% ir vilky 28,57% tarpe. Kity laukiniy gyviny tarpe
pasiutligé pagal misy rezultatus buvo paplitusi Zenkliai maZziau, tai yra nuo
20,0% iki 2,43% (4.1.1 lentelé). Taip pat, analizuojant duomenis nustatéme
statistiSkai reikSminga laukiniy gyviiny rii$iy infekuotumo vidurkiy skirtuma
(p=0,05).

Analizuojant pasiutligés infekuotuma laukiniy ir naminiy gyviiny tirtuose
meéginiuose buvo nustatyta, kad 2003 — 2011 mety laikotarpyje pasiutligés
infekuotumas buvo didziausias laukiniy gyviiny populiacijoje. DidZiausias
infekuotumas laukiniy gyviiny tarpe buvo nustatytas 2006 — 73,10% (P1 71,36%
— 74,78%, lyginant su 2005 — 62,68% (PI 60,59% — 44,72%). Naminiy gyviiny
tarpe RV infekuotumas nustatytas didesnis 2005 — 30,69% (PI 28,04% -
33,46%), o 2006 metais mazesnis 29,10% (PI 26,59% — 31,75%) (4.1.3 pav.).
Miisy atlikta duomeny analizé pagal laukiniy ir naminiy gyvuliy tirty méginiy
skai¢iy parod¢, kad 2006 metais pasiutligés teigiamy atvejy skaiius pasieké

aukSciausia lygi — 2232 atvejai, tai yra 59,22% (P1 57,64% — 60,78%,). Taciau
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nuo 2007 mety teigiamy atvejuy skaicius mazejo ir 2011 metais buvo nustatyti tik
14 pasiutlige uzsikrétusiy gyvuny, kas sudare tik 1,6% (PI 0,96% — 2,67%) nuo
tirty gyviny skaiciaus (4.1.3 pav.).

4.1.1 lentelé. Laukiniy gyviny skirtingy rasiy infekuotumas pasiutlige Lietuvoje 2003—
2011 metais.

Tirty Teigiam Teigia PI,
Gyviny riasis gyviiny y atvejy mi %
skaiciu skaicius, atvejai,
S, n %o
n
Rudosios 4835 1987 41,10 39,73-42,50
lapés
Usiiriniai 4159 2241 53,88 52,39-55,41
Sunys
Kiaunés 1323 406 30,69 28,26-33,23
Seskai 660 132 20,00 17,13-23,22
Vilkai 7 ’ 28,57 8,22-64,11
Barsukai 75 37 49,33 38,33-60,40
Bebrai 91 10 10,99 6,08-19,06
Audinés 62 5 8,06 3,49-17,53
Udros 43 6 13,95 6,56-27,26
Briedziai 13 | 5,56 0,99-25,76
Stirnos 750 24 9,60 6,54-13,89
Sernai 56 > 3,57 0,98-12,12
EZiai 2 1 4,55 0,81-21,80
Voverés 23 > 8,70 2,42-26,80
Lusys 3 ’ 66,67 20,77-93,85
Ziurkés 32 ’ 2,44 0,67-8,46
— — .
Kiti* gyvinai 108 0 0
I$ viso: 11817 4860 41,13 40,24-42,02

Kiti* laukiniai gyviinai — kiskiai 29, pelés 26, ondatros 20, Zebenkstys 17, elniai
7, kurmiai 7, SikSnosparnis 1, Sermuonélis 1.
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4.1.3 pav. Pasiutlige infekuoty laukiniy ir naminiy gyviny paplitimo procentas

Lietuvoje 2003-2011 m.

Nuo 2003 iki 2011 mety laukiniy gyviiny pasiutligés infekuotumas
vidutiniSkai mazéjo po 8,8 procentinius punktus per metus (p=0,008). Naminiy
gyviiny pasiutligés infekuotumas nuo 2003 iki 2011 mety vidutini§kai mazéjo po
4,6 procentinius punktus per metus (p=0,002). Tiek naminiy, tiek laukiniy
gyviiny pasiutligés infekuotumo dinamika yra labai panasi, statistinio skirtumo

tarp kitimo tendencijy néra (p=0,123) (4.1.4 pav.).
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4.1.4 pav. Pasiutlige infekuoty laukiniy ir naminiy gyviiny paplitimo dinamika
Lietuvoje 2003-2011 m.
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4.1.5 pav. Rudyjy lapiy ir usiiriniy Suny pasiutligés infekuotumo dinamika
Lietuvoje 2003-2011 metais.

Analizuojant pasiutlige infekuoty laukiniy gyviiny tyrimy duomenis,
pateiktus 4.1.5 pav. matyti, kad 2003-2004 metais, 2007 metais didZiausia
infekuotuma gamtoje sudar¢ lapés. 2004 metais infekuoty pasiutligés virusu
lapiy — 31,51% (PI 27,98%-35,27%), taciau 2005-2006 metais ir 2008 — 2011

metais daugiau RV infekuoty atvejuy nustatyta usiiriniy Suny populiacijoje.
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4.2. Pasiutligeés paplitimo geografiniai ypatumai

Ivertinus laukiniy ir naminiy gyviiny infekuotumo pasiutlige dinamika
per 5 mety laikotarpi (2007-2011), nustatyti maZ¢jantys laukiniy bei naminiy
gyviny pasiutligés atvejy skaiciai. Kartu nustatyta ir maZzéjantys laukiniy
gyviny pasiutligés atveju skaiciai: 2007 (25,83%); 2008 (4,62%); 2009
(5,88%); 2010 (3,46%.); 2011 (1,75%) (4.2.1 lentelé), bei mazéjantys serganciy
pasiutlige naminiy gyviiny skaiciai: 2007 (15,14%); 2008 (4,74%); 2009
(4,79%); 2010 (0,74%); 2011 (0,074%) (4.2.1 lentele).

4.2.1 lentele. Pasiutligés infekuotumas laukiniuose ir naminiuose gyviinuose
Lietuvoje 2007 — 2011 metais.

. _ Naminiy gyviny
Metai Laukiniy gyviiny infekuotumas infekuotumas .
IStirta | Teigia PL % IStirt | Teigia PL %
,n my, % a,n | muy, %

2007 1208 | 25,83 | 23,36-2830| 766 | 15,14 |12,60-17,68 | 0,0001

2008 1038 4,62 | 3,34-590| 464 4,74 | 2,81 - 6,67 | 0,9208

2009 851 5,88 430- 746 | 292 4,79 | 2,34-7,24 |0,4882
2010 897 346 | 226- 4,66 | 269 0,74 | -0,28-1,76 | 0,0186
2011 684 1,751 0,77- 2,773 | 191 1,05 | -0,40- 2,50 | 0,4910

*p skirtumas lyginant laukinius ir naminius gyviinus (Chi testas).

Atlikta 2007 — 2011 mety analizé parode, kad nagrin¢jamu laikotarpiu
didziausias tiek laukiniy, tiek naminiy gyviiny infekuotumas buvo nustatytas
2007 metais (laukiniy beveik 26%, naminiy - 15%), Sis skirtumas tarp naminiy
ir laukiniy gyviny buvo statistiS8kai reikSmingas (p<0,05). 2008 — 2009 metais
buvo stebimas infekuotumo maZ¢jimas tiek laukiniy, tiek naminiy gyviny
tarpe, statistiSkai reikSmingo skirtumo tais metais nenustatyta (p>0,05). 2010
metais laukiniy infekuoty gyviiny buvo Siek tiek daugiau nei naminiy, ir $is
skirtumas buvo statistiSkai reikSmingas (p<0,05). 2011 metais reikSmingy
skirtumo tarp laukiniy ir naminiy gyviiny nenustatyta.

Daugiausia pasiutligés atveju buvo nustatyta Baltarusijos pasienyje su Lietuva,
t.y. rytiniame Lietuvos pakraStyje, tuose rajonuose, kurie ribojasi su kaimynine
Baltarusijos Respublika — Svencioniy, Salgininky, Varénos, Zarasy (4.2.1 pav.).

Lietuvos Zemélapyje (4.2.1 pav.) pazymétas iStirty skirtingy gyvinuy rusiy
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geografinis pasiutligés atvejy iSsidéstymas ir tiksli méginio vieta i§ kur buvo
paimtas méginys. GeografiSkai daugiausia pasiutligés atveju buvo nustatyta
Rytingje ir Pietrytinéje Lietuvos dalyje — Baltarusijos pasienyje. Nustatyta, kad

Lietuvos teritorijoje nattralus gamtinis barjeras yra upés.
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4.2.1 pav. SKkirtingy gyviiny risiy pasiutligés atvejy geografinis iSsidéstymas
Lietuvoje 2007-2011 metais.
Santrumpos: Alytus-AL, Anyksciai-AN, Druskininkai-DR, Ignalina-IG, Kaunas-KN,

KaiSiadorys-KS, Kretinga-KR, Molétai-MO, Rokiskis-RO, Sal¢ininkai—SA, Sirvintos-
SI, Svenéionys— SV, Varéna-VA, Vilnius-VL, Trakai-TR, Zarasai-ZA.

Galima teigti, kad laukiniy ir naminiy gyviiny pasiutligés registruoty
atvejuy geografinio iSsidéstymo apibréZta riba gali biiti ties Nemuno upe, kuri
skiria Lietuvos Pieting dali — Lenkijos pasienyje ir kiek maZesniu mastu ties
Neries ir Sventosios upémis, skirian¢iomis Lietuvos Ryting dali — Baltarusijos

pasienyje.
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4.3. Pasiutligés paplitimas ustiriniy Suny populiacijoje.

2003-2011 metais pasiutligés FAT tyrimo metodu buvo iStirti 4159
usiiriniy Suny galvos smegeny méginiai Vertinant epidemiologing situacija
2003-2011 metais Lietuvoje ustriniy Suny populiacijoje pastebeta, kad
pasiutligés FAT teigiami atvejai Sioje populiacijoje sudare 53,88% (PI 52,39%
— 55,41%). Musy atliky tyrimy (2003-2011 m.) analizé parodé pasiutligés
maze¢jimo tendencija — 2003 metais 74,14% (PI 69,84% — 78,36%), o 2004 —
41,13% (P136,21% — 45,99%, p<0,05 (Chi testas).
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4.3.1 pav. Usiiriniy Suny infekuotumo pasiutlige dinamika Lietuvoje 2003-2011
metais.

Atlikus tyrimy duomeny analize pagal tyrimy atlikimo metus nustatyta, kad
didziausias usiiriniy Suny infekuotumas pasiutlige buvo 2005 metais 79,11% (PI
76,21%-81,99%), 2006 metais — 89,40% (PI 87,58% - 91,22%). Taciau
analizuojant 2007 metais registruotus usiiriniy Suny pasiutligés atvejus
nustatyta, kad susirgimy sumazéjo iki 37,77% (P1 32,51% — 43,09%), 2008 —
6,81% (PI13,99% — 9,61%), 2009 — 8,89% (PI 5,76% — 12,04%), 2010 — 4,13%
(PI 1,.91% — 6,29%). 2011 metais buvo nustatytas maZziausias usiiriniy Suny
infekuotumas — 2,94% (PI 0,77% — 5,03%), susirgimy (4.3.1 pav.). Nuo 2003

iki 2011 mety usiiriniy Suny susirgimai pasiutlige vidutiniS§kai mazéjo po 10,3
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procentiniy punkty per metus, S§i tendencija buvo statistiSkai reikSminga

(p=0,009).

4.4. Pasiutliges paplitimas rudyjy lapiy populiacijoje

Per 2003-2011 metus pasiutligés FAT tyrimu buvo iStirti 4834 rudyjuy
lapiy galvos smegeny méginiai. Analizuojant rudyjuy lapiy epidemiologing
situacija nuo 2003-2011 mety Lietuvoje pastebéta, kad pasiutligés FAT
teigiami atvejai Sioje populiacijoje sudare 41,10% (PI 39,73% — 42,50%).
Lyginant 2003 ir 2004 metus buvo stebima pasiutligés maz¢jimo tendencija —
2003 metais 74,07% (P1 70,28% — 77,87%), o 2004 — 31,51% (P1 27,86% —
35,16%, p<0,05 (Chi testas). Taciau 2005 ir 2006 metais vél buvo stebimas
pasiutligés did¢jimas: 2005 metais 63,91% (P1 60,59% — 67,10%), o 2006
metais buvo stebimas didZiausias rudyjy lapiy infekuotumas pasiutlige per visa
2003-2011 mety laikotarpt — 79,95% (PI 77,14% - 82,50%). Toliau
analizuojant 2007 metais registruotus rudyjy lapiy pasiutligés atvejus nustatyta,
kad susirgimy vel mazejo — 32,20% (P1 27,84% — 36,56%), o 2008 — 3,29% (PI
1,60% — 4,99%), 2009 — 5,10% (PI 2,80% —7,39%), 2010 — 3,10% (PI 1,50% —
4,70%). 2011 metais buvo nustatytas maziausias rudyju lapiy infekuotumas —

1,19% (P10,03% — 2,34%) susirgimy (4.4.1 pav.).
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4.4.1 pav. Rudyjy lapiy infekuotumo pasiutlige dinamika Lietuvoje 2003—
2011 metais.

Apibendrinant galima teigti, kad nuo 2003 iki 2011 mety rudyju lapiy
susirgimai pasiutlige tur¢jo tendencija mazéti ir vidutiniSkai mazéjo po 9,5
procentiniy punkty per metus, §i tendencija buvo statistiSkai reikSminga

(p=0,009).

4.5. Pasiutligés viruso antigeno nustatymo fluorescuojanciais antikiinais ir

viruso identifikavimo lasteliy kultirose metody palyginamasis ivertinimas

FAT ir RTCIT metody palyginimui tyrimams buvo naudoti tie patys
ustriniy Suny galvos smegeny meéginiai. FAT metodu buvo istirta 1181 ustriniy
Suny galvos smegeny meéginys, i§ kuriy 115 — 9,74% (PI 8,17% — 11,56%,)
nustatyta pasiutligé (4.5.1 pav. a).
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4.5.1 pav. Ustiriniy Suny (n=1181), tirty FAT ir RTCIT metodais, gauty rezultaty

palyginimas. a) FAT metodo rezultatai; b) RTCIT metodo rezultatai.

IStyrus tuos pacius (n=1181) usiiriniy Suny galvos smegeny méginius
RTCIT metodu buvo gauti identiski rezultatai, 115 méginiy nustatytas RV
(4.5.1 pav. b).

Rudyjy lapiy FAT ir RTCIT metody palyginimui tyrimams buvo naudoti
tie patys galvos smegeny méginiai. FAT metodu buvo iStirti 1587 rudyjy lapiy
galvos smegeny méginiai, i§ kuriy 66 — 4,16% (PI 3,28% - 5,26%,) nustatyta
pasiutligé (4.5.2 pav. a).
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4.5.2b pav. Rudyjy lapiy (n=1587), tirty FAT ir RTCIT metodais, gauty rezultaty

palyginimas. a) FAT metodo rezultatai; b) RTCIT metodo rezultatai.

IStyrus tuos pacius rudyju lapiu galvos smegeny méginius RTCIT metodu

gautas analogiSkas rezultatas, 66 méginiuose iSskirtas RV (4.5.2 pav. b).

Misy atlikty tyrimy duomeny analizé parode, kad tiek FAT, tiek RTCI

metodais buvo nustatytas statistiSkai vienodas RV infekuoty usiiriniy Suny ir

rudyjy lapiy skaicius.
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4.6. Pasiutligés serologiniy tyrimo metody palyginamasis ivertinimas

FAVN ir IFA metodais buvo iStirtas vienodas ty paciy rudyjy lapiy kraujo
meéginiy skaiCius. Ak IFA tyrimo metodu buvo istirti 50 rudyjuy lapiu kraujo
serumo meéginiai, 1§ kuriy 28 kraujo serumo meéginiuose IFA metodu buvo
nustatyti antiktinai. Tie patys 50 rudyjy lapiy kraujo serumo méginiai buvo tirti
FAVN metodu, i§ kuriy 23 kraujo serumo méginiuose buvo nustatyti antikiinai

(4.6.1. lentelé).

4.6.1. lentele. Pasiutligés antikiiny tyrimy duomeny pasiskirstymas lapiy amziaus
grupése priklausomai nuo taikyto diagnostinio metodo.

Teigiamy skaicius, n p*
Rudyju =~ Tirti lapiy FAVN IFA
lapiy grupé méginiali,
n n %o n %
< 1 mety 25 8 32,00 10 40,00 0,5557
> 1 mety 25 15 56,00 18 72,00 0,3705
IS viso: 50 23 46,00 28 56,00 0,3172

*p skirtumas lyginant FAVN ir IFA (Chi testas).

4.6.1 lenteléje pateikty duomeny analizé parodé¢, kad FAVN ir IFA metodais
buvo nustatytas nevienodas serologiSkai reagavusiy rudyju lapiu méginiy skaicius.
Tiriant juos IFA metodu, buvo rasta daugiau serologiSkai teigiamy rudyjuy lapiu
(56%), nei tiriant standartiniu FAVN metodu (46%), taCiau Sis skirtumas néra
statistiSkai reikSmingas. Praktikoje tokie tyrimy rezultaty skirtumai gali turéti
itakos tyrimy kokybei, todél siekdami iSaiSkinti kraujo serumy tyrimo rezultaty
skirtumus, gautus standartine FAVN ivertinome IFA jautruma ir specifiSkuma.
IFA  diagnostinio jautrumo ir schemos,

specifiSkumo  apskaic¢iavimo

rekomenduojamos PGSO, gauti rezultatai, pateikti 4.6.2. lenteléje.
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4.6.2. lentelé. IFA ir standartinés FAVN (100 AKIDsy) reakcijy lyginamieji
duomenys

23 TT (tikrai teigiami) | NT (netikrai 1
FAVN teigiami)
IFA
1 NN (netikrai TN (tikrai neigiami)
neigiami) FAVN 25
IFA

Remdamiesi (4.6.2. lentelé) pateiktais duomenimis, apskai¢iavome IFA

diagnostinj jautruma:
diagnostinio jautrumo proc. = 3+ % 100 = 95,83
Tuo tarpu IFA specifiSkumas buvo:
diagnostinio specifiSkumo proc. = 2511 X 100 = 96,15 .

IFA parodé auksta diagnostinj jautruma ir specifiSkuma, virSijantji 95%.
Palyginus IFA ir FAVN metodus buvo nustatyti rezultaty neatitikimai gauti
meéginiuose, kur buvo Zemi antikiiny titrai: 1 rudosios lapés kraujo meéginio
titras buvo 0,38 TV/ml arti 0,5 TV/ml, todel klasifikuojamas kaip neigiamas.
Daugiausia neatitikimy buvo dél citotoksiSky lapiy kraujo serumo meéginiy,
kurie atliekant FAVN reakcija slopina Iasteliy augima, taiau kraujo serumo
meéginiy citotoksiSkumas neturi reikSmeés atliekant tyrimus IFA metodu. Todeél
mes tolimesniuose serologiniuose laukiniy gyviny ORV efektyvumo

nustatymui tyrimuose naudojome butent IFA tyrima.

4.7. Usiriniy Suny ir rudyju lapiu oralinés vakcinacijos nuo pasiutligés

efektyvumo jvertinimas

2006-2011 metais Lietuvoje buvo atliekama laukiniy gyviiny oraliné
vakcinacija. Usiiriniy Suny ir rudyju lapiy ORV nuo pasiutligés efektyvumo
tvertinimui buvo atliktas serologinis tyrimas. 2006-2011 metais pasiutligés IFA

tyrimu buvo iStirti 4122 sumedzioty usiiriniy Suny ir rudyjy lapiu kraujo
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meéginiai (4.7.1 lentelé). Vertinant ustriniy Suny ir rudyjy lapiy ORV nuo
pasiutligés imuninj atsaka IFA metodu buvo nustatyti specifiniai vakcininiam
RV antiktinai 2185 méginiuose, efektyvumas — 53,01% (P1 51,48 % — 54,53%)
(4.7.1 lentelé).

4.7.1 lentelé. Usiiriniy Suny ir rudyjy lapiy oralinés vakcinacijos efektyvumas
2006-2011 metais Lietuvoje

Apskritys IStirta, Teigiami, Efektyvumas,
n n %0

Alytaus 252 177 70,23
Kauno 404 166 41,08
Klaipédos 280 133 47,50
Marijampolés 260 110 42,30
Panevézio 272 135 49,63
Siauliy 612 331 54,08
Tauragés 598 307 51,33
Telsiy 531 310 58,38
Utenos 623 391 62,76
Vilniaus 290 125 43,10
IS viso 4122 2185 53,01

Analizuojant atliktus usiiriniy Suny kraujo serumy tyrimus buvo
nustatyta, kad specifiniai vakcininiam RV antikiinai Sioje populiacijoje sudaré
48,64% (P145,87% — 51,41%). Atlikta duomeny analizé tarp skirtingy usiiriniy
Suny amZiaus grupiy (iki vieneriy mety ir suaugusiy > 1mety) parodé nevienoda
ORYV efektyvuma (Chi testas, p=0,004). Buvo istirti 229 (iki vieneriy mety)
usiiriniy Suny kraujo meéginiai. IS ju 87 méginiuose rasti specifiniai antikiinai
(37,99%, P1 31,70% — 44,28%). Istirtuose 1025 vyresnio amZiaus usiiriniy Suny
kraujo méginiuose antikiiny rasta 523 (51,02%, PI 47,96% - 54,08%) (4.7.2
lentelé). Ruduyju lapiu populiacijoje buvo iStirti 2868 kraujo meéginiai ir
nustatyta, kad pasiutligés ORV efektyvumas Sioje populiacijoje sudaré 54,92%
(PI 53,10% — 56,74%). Buvo istirti 382 (iki vieneriy mety) rudyjy lapiy kraujo
meéginiai. IS ju 191 méginyje rasti specifiniai vakcininiam RV antikiinai
(50,00%, P144,99% — 55,01%) (4.7.2 lentelé). Istirtuose 2486 vyresnio amZiaus
rudyjy lapiy kraujo méginiuose rasti specifiniai antikiinai 1384 meéginiuose

(55,67%, P153,72% — 57,62).
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4.7.2 lentelé. Usiiriniy Suny ir lapiy oralinés vakcinacijos nuo pasiutligés

efektyvumo serologiniai tyrimai 2006-2011metais

Usiiriniai Sunys Rudosios lapés
Metai Amziaus
(ménesiai | grupés | Istirt | Teigia PI, Istirta, | Teigi PI,
) a, muy, % % n amu, %
n Vi
2006 (06- | Jaunikliai | 25 8,00 | -2,63-18,63 61 29,51 | 19,56 -41,89
12) <1 mety
2007 (01- | Suauge 90 41,11 | 30,94-51,28 | 429 | 51,28 | 46,55- 56,01
10) >1 mety
2007 (10- | Jaunikliai | 31 22,28 | 7,86-37,30 26 34,62 | 16,33 -52,91
12) <1 mety
Suauge 198 55,56 | 48,64-62,48 | 136 | 41,91 | 33,62 - 50,20
>1 mety
2008 (01- | Jaunikliai | 18 61,11 | 38,59-83,63 49 59,18 | 45,42 - 72,94
12) <1 mety
Suauge 149 60,40 | 52,55-68,25 | 464 | 63,15 | 58,76 - 67,54
>1 mety
2009 (01- | Jaunikliai 5 40,00 | -2,94-82,94 22 45,45 | 24,64 - 66,26
12) <1 mety
Suauge 49 36,73 | 23,23-50,23 | 214 | 53,27 | 46,59 - 59,95
>1 mety
2010 (O1- | Jaunikliai | 126 | 44,44 | 35,76-53,12 | 125 | 66,40 | 58,12 - 74,68
12) <1 mety
Suauge 375 53,33 | 48,28-58,38 | 538 | 65,99 | 61,99 - 69,99
>1 mety
2011 (O1- | Jaunikliai | 24 37,50 | 18,13-56,87 99 42,42 | 32,68 - 52,16
12) <1 mety
Suauge 164 | 41,46 |33,92-49,00 | 705 | 48,94 | 45,25-52,63
>1 mety
Viso 1254 | 48,64 | 45,87-51,41 | 2868 | 54,92 | 53,10- 56,74

Atlikta ORV efektyvumo duomeny analizeé parodé, kad kaip ir tarp skirtingy

usiiriniy Suny amziaus grupiy (iki vieneriy mety ir suaugusiy > 1mety) taip ir tarp

skirtingy amZiaus rudyjy lapiy grupiy yra statistiSkai reikSmingas skirtumas

(p=0,0381). Galime teigti, kad imuniteto susidarymas prie§ pasiutligés virusa

dazniau buvo efektyvesnis tarp vyresnio amZiaus gyviny nei jaunesniy.
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4.7.1 pav. Rudyjy lapiy ir usiiriniy Suny ORYV efektyvumas 2006-2011 metais.

Vakcinacijos efektyvumo dinamika pagal antikiiny nuo pasiutligés viruso
susidaryma 2006-2011 metais statistiSkai nereik§Sminga tarp rudyjuy lapiy ir
ustriniy Suny (4.7.1 pav.).

4.7.2 pav. Usiiriniy Suny ir rudyjy lapiy ORYV nuo pasiutligés efektyvumas %
atskirose apskrityse 2006-2011 metais.
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Remiantis 20062011 laukiniy gyviiny ORV duomenimis, Zemélapyje
paZzymeétas geografinis usiiriniy Suny ir rudyjuy lapiy ORV nuo pasiutliges

efektyvumas Lietuvoje pagal apskritis i$ kur buvo paimti méginiai (4.7.2 pav.).

4.8. Pasiutligeés viruso filogenetiné analizé
2007-2011 metais stebint laukiniy ir naminiy gyviny pasiutligés
epidemiologinio proceso augimo tendencija Lietuvos Baltarusijos pasienyje buvo
atlikti pasiutligés virusy nukleoproteino (N) genetiniy savybiy filogenetiniai
tyrimai.

Atliekant pasiutligés viruso nustatyma buvo naudoti pasiutligés FAT,
RTCIT ir atvirkStinés transkripcijos polimerazés grandininés reakcijos (AT-PGR)
tyrimo metodai. Per 2007-2011 metus i§ viso buvo atrinkti 75 teigiami
pasiutligés galvos smegeny méginiai, 1§ ju 59 laukiniy ir 16 naminiy gyviny
meéginiai i§ {vairiy Lietuvos rajony: rudyju lapiu (n=25), ustriniy Suny (n=31),
vilky (n=1), kiauniy (n=1), barsuky (n=1), Suny (n=7), kaciu (n=4) ir galviju
(n=5). Pasiutligés FAT, RTCIT ir AT-PGR metodams palyginti buvo naudoti tie
patys teigiami laukiniy (n=59) ir naminiy gyviiny (n=16) galvos smegeny
meéginiai. Gauti 2007-2011 mety laukiniy ir naminiy gyviny pasiutligés FAT,
viruso identifikavimo RTCIT ir AT-PGR nustatyti nukleotidy sekos tyrimai
parode¢ tuos pacius rezultatus — pasiutligés virusas.

AT-PGR produkty nukleotidy sekos nustatymui buvo naudoti JW12 ir
JW6DPL pradmenys. AT-PGR metodu nustatéme 75 teigiamus pasiutligés
rezultatus. PaskaiCiavimai atlikti naudojant “Clustal W” programa, algoritmine
iSraiSka atliktas seky sugretinimas ir apskaiciuotas nukleotidy seky procentinis
identiSkumas parodeé, kad 2007-2011 metais Lietuvoje surinkti laukiniy (rudyju
lapiy, ustriniy Suny, vilky, kiauniy) ir naminiy gyviny (Suny, kaciy ir galvijy)
pasiutligés viruso meéginiai buvo genetiSkai labai artimi (97-100%) (4.8.1pav.).

Geografiniam seky palyginimui pasirinktos kaimyninése Salyse cirkuliuojanciy
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4.8.1 pav. Filogenetinis medis: Lietuvos laukiniy ir naminiy gyviiny populiacijoje
paplitusio RV N geno 362bp filogenetiné analizé. Naudojant “Clustal W” ir MEGA4
buvo algoritmu atliktas seky sugretinimas ir apskaiciuotas nukleotidy seky procentinis
identiSkumas (Tamura, 2007). MedZiui pasirinkta 70% statistiné ribiné reikSmeé.
Santrumpos: LT-Lietuva; gyviiny rasys: Katé-Ca, Galvijas-Ct, Suo—Do, Lapé-Fo, Kiaune-Ma,
Usiirinis-Ra, Vilkas-Wo; rajonas: Alytus-AL, Anyksciai-AN, Druskininkai-DR, Ignalina-IG,
Kaunas-KN, Kaisiadorys-KS, Kretinga-KR, Molétai-MO, Rokiskis-RO, Saléininkai—SA,
§irvintos-SI, §Venéi0nys— SV, Utena — UT, Varéna-VA, Vilnius-VL, Trakai-TR, Zarasai-ZA).

86



virusy sekos (Kissi et al., 1995; Vanaga et al., 2003; Mansfield et al., 2006;
Larkin et al., 2007; Zienius et al., 2009).

Nustatyta, kad rudyjy lapiy méginiy pasiutligés izoliatai N geno srityje taip pat
yra filogenetiSkai artimi kaip ir ustriniy Suny, vilko, kiaunés, Suny, kaciy ir
galviju. Tyrimams buvo naudotos tapacios Baltarusijos, Lenkijos, Estijos,
Latvijos ir Rusijos RV padermés (4.8.1 pav.). Filogenetinei analizei ir medZio
konstravimui buvo panaudotos duomeny bazéje “GenBank™ pateiktos Europoje
paplitusios RV pogrupiy nukleotidy sekos (Kissi et al., 1995; Vanaga et al.,
2003; Mansfield et al., 2006; Larkin et al., 2007; Zienius et al., 2009).

4.9. Zmoniy, laukiniy ir naminiy gyviiny imunoprofilaktikos priemonés nuo

pasiutligés Lietuvoje

Remiantis statistiniais duomenimis buvo tirtas pasiutligés paplitimas ir
vakcinacija Zmoniy, naminiy bei laukiniy gyviinyu populiacijose Lietuvoje.
Pasiutligés paplitimo tarp Zmoniy ir jy vakcinacijos tyrimai buvo atlikti kartu su
D. Razmuviene, Imunoprofilaktikos skyriaus vedé¢ja, ULAC. Nustatyta, kad per
pastaruosius penkis metus Lietuvoje kasmet nuo gyvinuy nukentéjo iki 7-10
tikst. gyventoju. DaZniausiai Zmones suzaloja Sunys (kasmet anksciau
nukentédavo 70-80%); 2006-2009 metais 23-30% zmoniy nukentéjo nuo
pasiutusiy Suny, o 2010 metais tik 1,92%. Nuo gyviiny nukentéje Zmonés buvo
vakcinuojami inaktyvuota pasiutligés vakcina Verorab® (Sanofi Pasteur,
Pranciizija) ir leidZiami imunoglobulinai Imogam®Rabies (Sanofi Pasteur,
Pranciizija), o nuo 2009-2007 mety apie vienus metus laiko buvo naudotas
imunoglobulinas Favirab (Sanofi Pasteur, Pranciizija).

Tirtu laikotarpiu — 1960-2010 metais buvo uZregistruoti 12 Zmoniy mirties
atvejai nuo pasiutligés. DaZniausias infekcijy Saltinis buvo Sunys ir lapés (4.9.1
lentelé). 2007 metais Lietuvoje buvo nustatytas Zmogaus teigiamas pasiutligés
atvejis, jis nebuvo skiepytas nuo pasiutligés, o keliaujant po Indija jam ikando
nezinomas Suo. Epidemiologinio tyrimo metu nustatyta, kad 2006 mety rudeni

spalio-lapkri¢io ménesiais 42 mety vyras kaip piligrimas, keliavo po Indija.
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Spalio ménesio pradZioje i koja jam ikando neZinomas Suo, ligonis kreipési
medicinos pagalbos Indijoje, taciau liko neaiSku kokia specifiné pagalba buvo
suteikta. Grizes 1 Lietuva ligonis dél pasiutligés | sveikatos prieZitiros istaigas
nesikreipé. Seimos nariy apie $uns jkandima neinformavo. Praéjus ménesiui po
kelionés vyras pasijuto blogai, buvo hospitalizuotas, gydytas intensyvios
terapijos skyriuje. Biuklei blogéjant, situacija tapo kritiSka, 2007 mety sausio
pradzioje ligonis miré. Mirusiojo artimieji nesutiko su sitilymu atlikti autopsija,
todel 2007 sausio 5 d. kiinas buvo atiduotas artimiesiems. Pasiutligés diagnozé
pasitvirtino, kai ligonio seiliy méginiai buvo nusiysti i Bernardo Nochto tropinés
medicinos instituta Vokietijoje (Hamburge) ir gautas teigiamas atsakymas

patvirtinus pasiutligés diagnoz¢ PGR metodu.

4.9.1 lentelé. Registruoti Zzmoniy pasiutligés atvejai Lietuvoje 1960-2010.

Rajonai Metai Teigiami, UZsikrétimo Saltinis
n

Vilniaus miestas 1960 1 Suo
KaiSiadoriy 1962 1 Lapé
rajonas
Svencioniy 1965 1 Ustirinis Suo
rajonas
Kédainiy rajonas 1972 1 Barsukas
Traky rajonas 1979 1 Lapé
Joniskio rajonas 1992 1 Usiirinis Suo
Traky rajonas 1992 1 Suo
Traky rajonas 1993 1 Katé, Suo
Kédainiy rajonas 1997 1 Lapé
Pasvalio rajonas 2000 1 Lapé? Usiirinis Suo
Prieny rajonas 2004 1 Nenustatytas gyviinas
Vilniaus miestas 2007 1 Suo (Indijoje)

Ivertinta Zmoniy pasiutligés epidemiologiné situacija 2006-2010 metais
Lietuvoje ir nustatyta, kad i sveikatos prieZitiros istaigas kasmet kreipési nuo

6923 iki 10790 nukentéjusiy Zmoniy nuo jvairiy naminiy ir laukiniy gyviiny.

88



4.9.2 lentelé. Nukentéjusiy Zmoniy pasiskirstymas pagal juos suzZalojusiy gyviiny
rasj 2006-2010 metais.

Infekcijos Metai

Saltinis 2006 2007 2008 2009 2010
Sunys 7152 6562 5821 5430 5535
Katés 1458 1293 1139 1054 1111
Ziurkeés 63 74 70 58 38
Galvijai 550 212 187 50 18
Kiti naminiai 175 46 66 85 67
gyviinai

Kiti laukiniai 1392 404 168 246 211
gyviinai

IS viso 10790 8591 7451 6923 6980

Ananalizuojant 2006-2010 mety ULAC ataskaity duomenis nustatyta, kad
2006 metais i medikus kreipési 10790 Zmoniy, kurie nukent€jo nuo ivairiy
naminiy ir laukiniy gyviiny, o 2007 — 8591, 2008 —7451, 2009 — 6923, 2010-
6980. Nustatyta, kad daZniau | sveikatos prieZiliros istaigas kreipési suauge
asmenys nei vaikai. 2006 —2010 metais buvo registruoti 28 481 suauggs ir 12 254
vaikai, kurie buvo suZaloti sveiky, itariamy ar pasiutlige serganciy gyviny (4.9.2
lentele).

Nustatyta, kad 2006-2010 metais dazniausiai Lietuvoje suaugg ir vaikai
nukencia nuo Suny. Netvarkingai laikomi, benamiai ir turintys Seimininkus Sunys
apkandZiojo 20 485 suaugusius ir 10 015 vaiky. Sunys, kuriems buvo patvirtinta
pasiutligé suzalojo 911 asmeny, jiems laiku buvo suteikta biitinoji medicinos
pagalba ir paskirti skiepai nuo pasiutligés. Nuo kaciy ikandimy, apdraskymu 1
medikus kreipési 6055 asmenys, i§ kuriy 461 Zmoguy suZalojo pasiutlige
sergancios katés, 3314 asmeny suZalojo sveikos katés ir 2279 neZinomos katés.
Kaimo gyventojai dazniausiai suzalojami galvijy ir ju prieauglio. Nustatyta, kad
2006-2010 metais mediky pagalbos prireiké¢ 1017 kaimo gyventojuy, i kuriy 844
asmenys buvo suZaloti pasiutlige serganciy galviju, nuo sveiky galviju nukentéjo
146 suauge, o nuo neZinomy galviju — 27 Zmonés. Asmenys, kurie buvo suZaloti
pasiutlige serganciy ar neZinomy galviju bei jy prieauglio, laiku buvo vakcinuoti

pasiutligés vakcina ir imunoglobulinu.

89



StatistiSkai nustatyta, kad 2006-2010 metais pagalbos { medicinos istaigas
kreipési 2421 Zmogus, nukent¢jgs nuo jvairiy laukiniy gyviny, i§ ju 1519
nukent¢jo nuo pasiutlige serganciy, 158 — nuo sveiky ir 744 nuo neZinomy
gyviny. 2006-2010 metais Lietuvoje poekspozicinei profilaktikai buvo taikoma
pasiutligés vakcina ir imunoglobulinas, i§ ju buvo suvakcinuoti 25 176 (61,80%)
suauge ir vaikai ir 116 (0,46 %) asmeny buvo skirtas imunoglobulinas (4.9.1
pav.). Pastaruosius penkerius metus (2006-2011 m.) yra stebima maZzéjanti |
gydymo istaigas besikreipian¢iy asmeny, nukentéjusiy nuo gyviny, tendencija.
Besikreipianciyjy Zenkliai sumazéjo po 2006 m., kuomet misy Salyje pradéta

vykdyti laukiniy gyviiny vakcinacija nuo pasiutligés.
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4.9.1 pav. Kontaktavusiy ir paskiepyty Zmoniy nuo pasiutligés atvejy dinamika
2006-2010 metais.

Lietuvoje nuo 2006 mety du kartus per metus — pavasarj ir rudeni, buvo
vykdoma laukiniy gyviny ORV naudojant nusilpninta SAD Berne vakcina, o
2011 metais nusilpninta SAD B19 vakcing. Atlikta ORV naudoty dviejy
nusilpninty pasiutligés vakciny efektyvumo analizé. Atlikus tyrimus nustatyta,
kad po ORV SAD Berne ir SAD B19 vakcinomis, laukiniy gyviiny riSyse
seroteigiamy gyviiny skaiCius reikSmingai skyrési: usiiriniy Suny (p=0,0222)

SAD Berne buvo 50,00% (PI 47,00% — 53,00%), o SAD B19 - 40,96% (P1
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33,93% — 47,99%); rudyjy lapiy (p=0,001) SAD Berne buvo 57,56% (P1 55,42%

—59,68%), 0 SAD B19 - 48,13% (PI 44,68% — 51,58%) (4.9.2 pav.).

Siekiant sustabdyti pasiutligés viruso plitima naminiy gyviiny tarpe, 2006—

2011 metais visoje Lietuvoje buvo atliekama privaloma naminiy gyviiny (Suny ir

kaciy) vakcinacija nuo pasiutligés (4.9.3 lentelé). Analizuojant tyrimy duomenis

nustatyta, kad didZiausig suvakcinuoty gyviny skai¢iy sudaré Sunys — 887927,

katés — 18940, galvijai — 254490, arkliai — 4757, avys ir ozkos — 2261, o kiti

naminiai gyviinai — 2186. Visi kiti naminiai gyvinai buvo vakcinuojami po

kontakto su serganciais ar itarius sergant pasiutlige gyviinais Sios ligos

7idiniuose.
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9.2 pav. Nusilpninty pasiutligés virusy SAD Berne ir SAD B19 vakcininés padermés
vakciny efektyvumas.

4.9.3 lentelé. Naminiy gyviiny vakcinacija nuo pasiutligés Lietuvoje 2006 — 2011

metais.
Metai gunys Katés Galvij Arkl Avy Kiti
ai iai sir namin
0Ozk iai
oS gyviin
ai
2006 154470 32418 68459 1527 620 600
2007 141880 29475 55586 1094 644 114
2008 163202 35185 49367 850 383 552
2009 152558 33348 33452 632 430 310
2010 141884 29748 26821 391 119 307
2011 133933 29306 20805 263 65 303
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2006-2011 metais buvo atlikti pasiutligés FAVN tyrimai. Vertinant FAVN
rezultatus nustatyta, kad naminiy gyviny (Suny, kaciy ir SeSky) buvo iStirta
5106, iS kuriy 4837 buvo nustatyti specifiniai vakcininiam RV antikiinai

>0,5TV/ml titre, tai sudaré¢ 94,73% (P1 94,08% — 95,31%) (4.9.3 pav.).
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4.9.3 pav. Naminiy gyviiny vakcinacijos nuo pasiutligés efektyvumas Lietuvoje.

Atlikus tyrimy duomeny analiz¢ pagal naminiy gyviiny rusis buvo nustatyti
specifiniai vakcininiam RV antikiinai: Sunims 93,86% (P1 93,08% — 94,55%),
katéms 98,52% (PI 97,52 %- 99,11%) ir naminiams SeSkams 96,43% (PI
82,29% - 99,37%). Pritaikius tiesinés regresijos modeli. 2006 - 2011 m.
naminiy gyviny vakcinacijos nuo pasiutligés efektyvumo duomenimis, galima
teigti, kad efektyvumas turi tendencija mazéti (vidutiniSkai po 0,52 procentinio
punkto per metus, p=0,4610), taciau Sis maz¢jimas néra statistiSkai reikSmingas.
Taigi galime daryti iSvada, kad naminiy gyviny vakcinacijos nuo pasiutligés
efektyvumas nagrinéjamame laikotarpyje buvo stabilus ir sieké 93-98%. Pagal
2006 - 2011 m. Suny vakcinacijos nuo pasiutligés efektyvumo tyrimy
duomenimis, galima teigti, kad Sis rodiklis nagriné¢jamame laikotarpyje lieka
stabilus, nors ir turi neZymia tendencija maZzéti (vidutiniskai po 0,62 procentinio
punkto per metus, p=0,8046). Lygiai tokia pat iSvada galima padaryti
nagrinéjant ir kaciy vakcinacijos nuo pasiutligés efektyvumo duomenimis: nors

ir turi mazesn¢ tendencija mazéti nei Suny efektyvumas (vidutiniSkai po 0,13
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procentinio punkto per metus, p=0,6573), taciau taip pat galima teigti, kad Sis
rodiklis nagrin¢jamame laikotarpyje lieka stabilus. Apibendrinus FAVN tyrimo
duomenis tarp skirtingy naminiy gyviny rasiy galima teigti, kad Lietuvoje
naminiy gyviny pasiutligés imunoprofilaktikai naudojamos vakcinos yra

efektyvios.
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S.  TYRIMU DUOMENU APIBENDRINIMAS

2003-2011 mety laikotarpiu laukiniy ir naminiy gyviiny populiacijose
pasiutligés paplitimas buvo registruotas visuose rajonuose. Atlikus tyrimus mes
nustatéme, kad per §i laikotarpi 6157 laukiniai ir naminiai gyviinai buvo
uzsikréet¢ RV. Lyginant pasiutligés paplitima laukiniy ir naminiy gyviiny
populiacijose buvo nustatyta, kad 2003-2011 mety laikotarpyje pasiutligés
infekuotumas buvo didZiausias laukiniy gyviiny grupéje: laukiniai gyviinai
sudare 41,13% visy pasiutligés atvejy, o naminiy gyviiny infekuotumas buvo
mazesnis — 21,87%. DidZiausias pasiutligés paplitimas buvo nustatytas usiiriniy
Suny (53,88%) ir rudyjy lapiy (41,10%) populiacijose. Pagal tyrimy rezultatus
kity laukiniy gyviiny tarpe pasiutligé buvo paplitusi maZiau, tai yra nuo 30,69%
iki 2,44%, iSskyrus barsukus, tarp kuriy infekuotumas buvo gana aukStas
(49,33%). Nuo 2003 iki 2006 laukiniy ir naminiy gyviny populiacijose
registruoty pasiutligés atvejy Lietuvoje didéjo. Miisy duomeny analizé parode,
kad 2006 metais pasiutligés teigiamy atveju skaicius pasieké aukSciausia lygi —
2232 atvejai, tai yra 59,22%. DidZiausias pasiutligés infekuotumas Lietuvos
kaimyninése Salyse 2006 metais buvo nustatytas: Baltarusijoje 1499, Rusijoje
1349, Latvijoje 472 (RBE, 2011). Lyginant registruoty pasiutligés atveju
skaiciy su Lietuvos kaimynémis tuo paciu metu (2006 m.) Estijoje taip pat buvo
nustatytas didZiausias pasiutligés atveju pikas (Cliquet et al., 2012). 2007 —
2011 mety laikotarpyje pasiutligés teigiamy atvejuy skaicius tolygiai maZzéjo.
Jeigu 2007 metais buvo registruoti 428 pasiutligés atvejai, tai 2011 metais buvo
registruota tik 14 pasiutlige uzsikrétusiy gyviny, kas sudaré tik 1,6% nuo visy
misy tirty gyvuny skaiCiaus. Apibendrinant 2007-2011 mety registruotus
pasiutligés atvejus galime teigti, kad pasiutligés atvejyu maZzZ¢jimas buvo
pastebétas net tik Lietuvoje, bet kaimyninése Salyse, iSskyrus Baltarusija (RBE,
2011).

Lietuvoje 2003-2011 mety laikotarpiu misy atlikti pasiutligés
laukiniy gyviiny tyrimai parodé, kad pagrindinis pasiutligés rezervuaras yra

usfiriniai $unys ir rudosios lapés. Sie tyrimy rezultatai atitinka kity tyréju
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duomenis, gautus 1995-2009 mety pasiutligés paplitimo usitriniy Suny ir rudyjy
lapiy populiacijose trijose Baltijos Salyse (Lietuvoje, Latvijoje ir Estijoje)
(Robardet and Cliquet, 2010). Siuose tyrimuose teigiama, kad trijose Baltijos
Salyse nuo 1989 iki 2009 mety daugiausia pasiutligés teigiamy atvejy (7249,
48%) buvo rasta rudyju lapiy populiacijoje (n=15101), i§ tokio pat istirty 15101
meéginiy skaiciaus usiriniy Suny populiacijoje buvo rasta (5906, 39%) teigiamy
atvejuy (Robardet and Cliquet, 2010). Ir tik vieny mety laikotarpyje, t. y. 2000
metais buvo pastebéta tendencija, kad pasiutligé daugiausia vyravo usiriniy
Suny populiacijoje. Atlikta tyréjy rezultaty analizé parode, kad 2000 metais
Estijoje ir Lietuvoje nustatytas didesnis pasiutligés atveju skai¢ius buvo
usiiriniy Suny populiacijoje, nei rudyju lapiu populiacijoje, skirtingai nuo
Latvijos (Robardet and Cliquet, 2010).

Atlikus pasiutligés tyrimy FAT rezultaty analiz¢ nustatéme, kad 4860
laukiniy ir 1297 naminiai mésédziai gyvinai (lapés, ustriniai Sunys, Sunys,
katés ir kt.) 2003-2011 laikotarpyje buvo pagrindinis pasiutligés uZsikrétimo
Saltinis, todel yra padidéjusi rizika uZsikrésti kitiems laukiniams Zveérims
(stirnoms, elniams, briedziams, kiSkiams, Sernams ir Kkt.) ir naminiams
gyvuliams (galvijams, arkliams, oZzkoms ir kt.). Pasiutligés epidemiologine
buklé labiausiai yra susijusi su usiiriniy Suny ir rudyjy lapiy populiacijos
didé¢jimu. Pasiutligés virusams infekuojant usiiriniy Suny ir rudyju lapiy
populiacijas individy skaiius jose ima maZzéti iki slenkstinés imliy gyviny
koncentracijos ploto vienete, uZtikrinancios pasiutligés persistentini perdavima
(Toma, Andral, 1977). Lyginant rudujy lapiy populiacijos paplitima 2003-2007
mety laikotarpiu, 2004 metais buvo nustatytas Zymiai maZesnis populiacijos
paplitimas (Robardet and Cliquet, 2010), o 2006 metais padidéjo. 2007-2009
metais populiacijos paplitimas buvo stabilus (Robardet and Cliquet, 2010).
Analizuojant misy devyneriy mety pasiutlige infekuoty rudyjuy lapiy
populiacijoje tyrimy duomenis Lietuvoje, pastebéta, kad 2003 (74,07%) ir 2004
(31,51%) metais, taip pat 2007 metais (32,20%) didZiausia infekuotuma
gamtoje sudaré¢ rudosios lapés. Vertinant rudyjy lapiy populiacijos augima,

galime teigti, kad musy nustatytam pasiutligés atvejy (n=686) padidéjimui 2006
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metais galé€jo turéti itakos Siy laukiniy gyviiny populiacijos padidéjimas. 2007-
2011 mety laikotarpyje mes nustatéme, kad registruoty pasiutligés atvejy
skaiCius kasmet maZz¢jo ir Siam mazéjimui itakos galéjo turéti ne tik prasidéjusi
laukiniy gyvuny pasiutligés ORV , bet ir tai, kad 2007-2009 metais ruduyju lapiy
populiacijos padidéjimas nebuvo pastebétas (Robardet and Cliquet, 2010).

Misy tyrimy duomenimis, 2005-2006 mety laikotarpiu (85,20%) buvo
stebimas didesnis registruoty pasiutligés atvejy skaiCius ustriniy Suny
populiacijoje. Vertinant 2004 mety usiriniy Suny populiacijos paplitimo
skirtumus su 2002-2003 metais, 2004 metais buvo nustatytas populiacijos
maz¢jimas (Robardet and Cliquet, 2010). Toliau 2005-2006 metais buvo
nustatytas usiiriniy Suny populiacijoas did¢jimas. Miisy duomenimis, daugiausia
usiiriniy Suny pasiutligés registruoty atvejy buvo taip pat 2006 metais (n=987).
2007-2011 mety laikotarpyje mes nustatéme, kad registruoty pasiutligés atvejy
skaiGius usiriniy $uny populiacijoje kasmet maZéjo. Siam maZéjimui jtakos
galéjo turéti ne tik prasidéjusi laukiniy gyviiny pasiutligés oraliné vakcinacija,
bet ir kity tyré¢ju duomenimis 2007-2009 metais Lietuvoje nustatytas vienodas
usiiriniy Suny skai¢ius populiacijoje.

Apibendrinant 5 mety (2007-2011) tyrimy laikotarpi pastebéjome, kad
naminiy ir laukiniy gyviny pasiutligé atskiruose regionuose paplitusi tik
Rytingje ir Pietrytinéje Lietuvos dalyse. GeografiSkai daugiausia pasiutligés
atveju nustatéme Rytin¢je ir Pietrytinéje Lietuvos dalyje — Baltarusijos
pasienyje. 2011 metais daugiausiai — 14 pasiutligés Zidiniy buvo uZregistruoti
rytiniuose Lietuvos rajonuose, kurie ribojasi su Baltarusija. Manoma, kad
pasiutligés virusas | miisy Sali pateko i§ kaimyninés Salies, kurioje laukiniy
gyviny vakcinacija nuo pasiutligés nebuvo vykdoma. Remiantis pasiutligés
FAT rezultatais galime teigti, kad atlikus laukiniy gyviny ORV pasiutligés
atvejy kasmet maz¢ja.

Misy taikyti tyrimo metodai pasiutligés diagnozei nustatyti parodé
pakankama metodo specifiskuma ir patikimuma. Siuo atveju buvo palyginti
pasiutligés diagnostinis FAT metodas naudojant komercinius FITC Zymétus

polikloninius antiktinus specifinius pasiutligés virusui ir RTCIT metodas
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naudojant N2a CCL-131 lasteliy linijas identifikuojant komerciniais FITC
Zymetais monokloniniais antiktinais. Atlikus tyrimus nustatéme, kad naudotas
FAT metodas yra pakankamai jautrus ir specifiSkas. Tyrimy duomeny analizé
parod¢, kad FAT ir RTCIT metodais buvo nustatytas vienodas pasiutlige
infekuoty ir neinfekuoty usiiriniy Suny ir rudyjy lapiy méginiy skaicius. ES
Salyse pasiutligés diagnostikai FAT metodu — galvos smegeny audiniy dazymui
naudojami Sie pasiutligés virusui specifiniai FITC Zymeéti antikiinai:
polikloniniai  antikiinai (Bioveta), monokloniniai antikinai (Biorad),
monokloniniai antiktinai (Fujirebio), monokloniniai antikiinai (Millipore),
monokloniniai antikiinai (SIFIN) (Robardet et al., 2012). Siems penkiems
aukSciau iSvardintiems diagnostiniams preparatams skirtiems identifikuoti
pasiutligés virusa, buvo atliekama kokybiné ir kiekybin¢ analizé. Tyrimus
organizavo ES referentiné pasiutligés laboratorija ANSES Nancy, Pranciizijoje.
Tyrimuose dalyvavo dvylika laboratorijy. Kiekvienai laboratorijai buvo atsiysti
paruosti uzkoduoti liofilizuoti galvos smegeny meéginiai ir uzkoduoti penki
auk$ciau minéti diagnostiniai preparatai, kurie jau buvo paruosti darbui. Atlikty
tyrimy rezultaty analizé parodé, kad Fujirebio firmos FITC Zyméti antikiinai
jautriausi ir yra vieni i§ 5 geriausiy diagnostiniy preparaty ir tinkamiausi
pasiutligés diagnostikai. EBLV-1 ruSies virusui nustatyti tinkamiausias yra
Millipore diagnostinis preparatas, taip pat jam lygiavertis yra Fujirebio firmos
diagnostinis preparatas EBLV-2 ir ABLV risSies virusams nustatyti (Robardet et
al., 2012). Vertinant specifiSkuma greta geriausiy yra Millipore ir SIFIN firmy
diagnostiniai preparatai (Robardet et al., 2012). Atlikti tyrimai parod¢, kad
geriausi yra Fujirebio ir Millipore diagnostiniai preparatai, nes ju sudétyje yra
monokloniniy antikiiny miSinys (Robardet et al., 2012). Firmos Biorad
diagnostinis preparatas yra greta kity treCioje vietoje, jo sudétyje yra triju
monokloniniy antikiiny miSinys (Robardet et al., 2012). Vertinant pagal
kokybés eiliSkuma Bioveta ir SIFIN firmy diagnostiniai preparatai yra
Jemiausioje vietoje, nes ju sudétyje yra polikloniniai antik@inai. Sie rezultatai
parodé, kad efektyvumas susijgs su riSiniais antiklinais, naudojami

monokloniniai antikiinai parodé aukStesnius atitikimo rezultatus (Robardet et

97



al., 2012). Atlikty pasiutligés diagnostiniy preparaty tyrimy analize tik dar karta
patvirtino, kad miusy atliekama pasiutligés diagnostika yra patikima, nes FAT
tyrimy rezultatai buvo tvirtinami RTCIT ir AT-PGR metodais.

Siuo metu pasiutligés diagnostikai plagiai taikomi molekulinés biologijos
metodai. AT-PGR metodu pasiutligé 2007-2011 metais buvo diagnozuojama
patvirtinant teigiamus pasiutligés atvejus ir atliekant pasiutligés virusy
nukleoproteino (N) genetiniy savybiy filogeneting analizg, kai prie§ tai
pasiutligé diagnozuojama FAT ir RTCIT metodais. ISanalizavus miusy atlikty
tyrimy rezultatus nustatéme, kad laukiniy ir naminiy gyviny RV padermés N
geno sekoje kartu su kaimyniniy Saliy RV padermémis filogenetiniuose
medZiuose formuoja aiSkiai apibréztas filogenetines Sakas. Miusy atlikta
laukiniy ir naminiy gyviiny populiacijoje paplitusio RV N geno 362bp
filogenetiné analizé rodo, kad lietuviskos padermés patenka i Siaurés Ryty
Europos pogrupi — NEE. Kaimyniniy Saliy RV padermés grupuojasi kartu su
lietuviSkomis neparodant nei rii§inés nei aiSkios geografinés priklausomybés,
tuo patvirtinant ankstesnius stebéjimus. Laukiniy ir naminiy gyviny RV
izoliatai tarpusavyje filogenetiSkai buvo labai artimi nukleotidy seky
identiSkumu (98%). Tai rodo tiesiogini viruso paplitimg tarp minéty rasiy ir
bendro sukeéléjo cirkuliacijg Siose populiacijose (Zienius et al., 2009). Nedideli
nukleotidy skirtumai leidZia manyti, kad pasiutligés virusai néra visiSkai
vienalyc¢iai rudyjy lapiy ar ustriniy Suny bei kity laukiniy bei naminiy gyviny
populiacijose. Miisy tyrimai parodé, kad tam tikras nukleotidy sekuy
heterogeniSkumas pastebimas ir kity laukiniy bei naminiy gyviiny populiacijos
viduje. Musy atlikty tyrimy N geno filogenetiné analizé patvirtino kity autoriy
aprasSyty tyrimy iSvadas, kad visi Lietuvos pasiutligés virusai priklauso pirmam
genotipui ir priskiriami Siaurés Ryty Europos — NEE pogrupiui (McElhinney et
al., 2008, Zienius et al., 2009), nepriklausomai nuo pasiutligés viruso
izoliavimo datos (méginiai buvo renkami 2007-2011 metais).

IS filogenetinés analizés neimanoma tiksliai nustatyti ar rudosios lapés
buvo pasiutligés viruso Saltinis ir infekavo ustrinius Sunis, ar atvirkSciai véliau

usiiriniai Sunys infekavo lapes (Bourhy et al., 1992, 1993). Siaurés Ryty
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Europos (NEE) geografinés grupés padermé yra randama tame regione, kuriame
lapiy populiacija yra didZiausia — parodo imliy Seimininky tankuma, kaip ir
rusies donoro artuma, o pagrindinis ekologinis faktorius nustatant pasiutligés
virusa naujos rasies Seimininke ir, taip pat, galbit NEE padermé geriausiai
prisitaiko prie Sios riiSies nors tai yra klausimas, kuri reikia papildomai
iSanalizuoti (Bourhy et al.,1992, 1993). Atsizvelgdami | musy 2007-2011
atliktus tyrimus Lietuvoje ORV periodu galime daryti iSvada, kad filogenetiné
N geno seky analizé parodé tiesiogini glaudy geografini ry$i tarp kaimyniniy
Saliy: Estijos, Latvijos, Baltarusijos ir Lenkijos. Tiesiogini glaudy geografini
ry$i tarp Siy Saliy pastebéjo ir kiti mokslininkai (Kissi et al., 1995; Vanaga et al.,
2003; Mansfield et al., 2006; Larkin et al., 2007; Zienius et al., 2009)
Analizuojant 2006-2011 mety usiriniy Suny ir rudyju lapiy
infekuotumo pasiutlige dinamika pastebéjome, kad susirgimy skai€ius kasmet
mazejo del visoje Lietuvos teritorijoje atliekamos laukiniy gyviinyg ORV nuo
pasiutligés naudojant nusilpninta SAD Berne vakcing (viruso padermé
Lysvulpen) (Bioveta, Cekijos Respublika), o nuo 2011 mety — susilpninta SAD
B19 vakcing (viruso padermé Fuchsoral) (Vokietija). Naudojama nusilpninta ar
inaktyvuota pasiutligés viruso vakcina sukelianti imunini atsaka individui
nesukelia pasiutligés patogeninio viruso infekcijos (Wang et al., 2005; Franka
et al., 2009). ORV nuo pasiutligés efektyvumas labai priklauso nuo virusy ir
masalo stabilumo, nes pavasari ir vasara virusy kiekis vakcinoje greitai mazéja.
Masalas greitai yra, esant aukStai aplinkos temperatiirai bei lyjant (EC, 2002).
Nusilpninots SAD Berne padermés vakcinos gamintojo nurodytas titras buvo ne
maziau kaip 10" AKIDsy/dozé. Remiantis kity tyréjuy bandymais buvo irodyta,
kad ORV efektyvumas lauke priklauso nuo dozés ir vakcinos viruso titro
stabilumo, ir masalo apvalkalo. Atliktuose bandymuose parodyta, kad masalo
apvalkalas buvo stabilesnis SeSélyje, negu saulés Sviesoje, paveiktas krituliy
masalo apvalkalas tapo minkStas. Esant sausoms oro salygoms nustatytas
pakankamas pasiutligés vakcinos viruso titras, o esant drégnoms oro salygoms
buvo nustatytas sumaZzejgs vakcinos viruso titras. Galima teigti, kad masaly

dalijimas drégnomis oro salygomis gali biiti neefektyvus atliekant oralinés
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pasiutligés vakcinacijos programg (Maciulskis et al., 2008). Vos ir kt. (1999)
autoriai tyrimams panaudojo 16 gyviiny rasiy i$ jvairiy administraciniy viety ir
iSanalizavo SAD B19 vakcinos sauguma, kuriame teigiama, kad mazas
patogeniSkumo kiekis buvo nustatytas tik grauziky rusiai, bet atlikus tyrimus i§
seiliy SeSiems Zinduoliams vakcinio viruso nenustatyta, o kontroliuojamiems
kitiems gyviinams vakcininis virusas nebuvo perduotas. Be to, genetini
vakcinos SAD B19 stabiluma parodé ir atliktas tiesioginis pasaZavimas
naudojant Suny, lapiy ir peliy nervini audini (Vos et al., 1999). Atlikty
infekuotumo ir stabilumo tyrimy rezultatai parodé, kad SAD B19 vakcing
galima naudoti méseédZiy oralinei vakcinacijai nuo pasiutligés (Vos et al., 1999,
2002, 2011; Neubert et al., 2001; et al., 2008; Muller et al., 2009). Siuo metu
vakcinacijai nuo laukiniy gyviiny pasiutligés rekomenduojama naudoti VR-G ir
Rabigen SAG2 vakcinas (EMA, 2010). Komercin¢ Raboral V-RG vakcina yra
stabili aukStai temperatiirai, todél ja galima naudoti ORV vasaros metu (Masson
et al., 1999; EC, 2002).

Pasiutligés virusa neutralizuojantiems antiklinams nustatyti yra naudojami
kiekybiniai serologinés neutralizacijos tyrimo metodai uZkre€iant peles arba
lasteliy linijas. PSO rekomenduojami metodai yra MNT (angl. Mouse
Neutralisation Test) (Webster et al., 1996) ir RFFIT (angl. Rapid Fluorescent
Focus Inhibition) (Smith et al.,1973). Atliekant MNT testa galima naudoti
laboratorinius gyviinus (peles), taCiau Sis metodas turi trukuma, nes yra ilga
tyrimo trukmé (28d.). RFFIT teste naudojamos lasteliy linijos, o atlikimo
technika labai panaSi 1 FAVN (Cliquet et al.,, 2000). Viruso neutralizacijos
tyrimas taip pat labai tinkamas SikSnosparniy pasiutligés epidemiologiniams
tyrimams (Arguin et al., 2002; Lumlertdacha et al., 2005). Sis tyrimas
atliekamas naudojant 96-duobuciy mikroplokSteles pagal pritaikyta metoda
(Smith et al., 1996). Atlikti palyginamieji FAVN ir RFFIT metody tyrimai
parod¢, kad abu metodai turi panasy jautruma ir specifiSkuma (Thomas, 1975;
Zalana et al., 1979; Cliquet et al., 1998).

Siuo metu ORV efektyvumui jvertinti yra naudojamas netiesioginés IFA

taip pat leidZia atlikti kokybinj ir kiekybini specifiniy vakcininiam RV antikiiny
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nustatyma individualivose laukiniy ir naminiy gyviiny kraujo serumuose. Sis
tyrimo metodas daZniausiai yra naudojamas laukinés faunos oralinés
vakcinacijos efektyvumo jvertinimui. IFA komerciniame rinkinyje yra
paruosStos naudojimui pasiutligés viruso glikoproteinu padengtos plokstelés, o
greita ir paprasta IFA atlikimo technika galima nustatyti pasiutligés antikiiny
kieki laukinés faunos méginiuose (Mebatsion et al., 1989, Esterhuysen et al.,
1995; Cliquet et al., 2000, 2003, 2004, 2007; Servat et al., 2007).

Specifiniams vakcininiams RV antikiinams nustayti mes atlikome IFA ir
FAVN metody palyginimus. Atlikus tyrimus nustat¢éme, kad misy naudota IFA
vakcininiy antikiiny ivertinimui yra pakankamai jautri ir specifiSka. Tiriant
meginius IFA metodu, buvo rasta daugiau serologiskai teigiamuy méginiy, nei
tiriant standartiniu FAVN metodu, nes 4 kraujo serumo méginiai buvo
citotoksiSki musy tyrime naudojamai lasteliy kulttrai. Sie misy tyrimy
rezultatai parodé, kad miisy naudotas IFA metodas yra daug jautresnis ir
neduoda nespecifinés reakcijos dél prastos méginio kokybés. Todél usiiriniy
Suny ir rudyjy lapiy ORV efektyvumui jvertinti mes pasirinkome IFA tyrimo
metoda. Nustatant IFA metodo tinkamuma tyrimus atliko ir kity Saliy
mokslininkai tyréjai ir kai kuriais atvejais ju nuomonés iSsiskiria, todél Siuo
klausimu vis dar vyksta jvairios mokslinés diskusijos, taip pat yra bandomi
nauji ivairiy gamintojuy IFA rinkiniai (Cliquet et al, 2000, Servat et al. 2007,
Knoop et al. 2010, Wasniewski and Cliquet, 2012). NMVRVI taip pat gavome
pakvietima dalyvauti ir §iuo metu mes dalyvaujame tolimesniuose tyrimuose ir
diskusijose $iuo klausimu.

Ustriniy Suny ir rudyjy lapiy ORV nuo pasiutligés efektyvumo
nustatymui 2006-2011 metais Lietuvoje, mes taikéme IFA tyrimo metoda,
kuriuo remdamiesi atlikome specifiniy vakcininiam RV antikiiny duomeny
analizg. Pagal PSO rekomendacija po vakcinacijos antikiiny titras 0,5T V/ml
yra riba, rodanti gera apsauga nuo pasiutligés usiiriniams Sunims ir rudosioms
lapéms (Matouch et al., 2008). Kita vertus, specifiniy vakciniy RV antikiiny
nustatymas leidZia netiesiogiai jvertinti vakciny efektyvuma laukiniy gyviiny

ORYV metu (Servat et al., 2007). Miusy atlikty IFA tyrimy rezultatai parode, kad
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iStirtuose 229 wusuriniy Suny jaunikliy méginiuose buvo nustatyti antikiinai
(37,99%). Todél manome, kad usiiriniy Suny jaunikliai, nesuéd¢ masalo su
vakcina, ir toliau lieka potencialiis pasiutligés viruso neSiotojai ir platintojai.
IFA tyrimy analizé parode, kad iStirtuose 382 (iki vieneriy mety) rudyju lapiy
kraujo méginiuose buvo nustatyti specifiniai antiktinai (50%). Miisy atlikta
rudyjy lapiy ORV efektyvumo duomeny analizé tarp gyviny skirtingy amziaus
grupiy parodé, kad dideliy skirtumy néra. ISanalizavg usiiriniy Suny
serokonversijos duomenis pastebé¢jome, kad imuniteto susidarymas nuo
pasiutligés viruso yra efektyvesnis vyresnio amZziaus uslriniy Suny
populiacijoje, nei jaunesniy. Atlikti IFA tyrimai tik dar karta patvirtino, kad
ORYV nuo pasiutligés programa yra efektyvus biidas kovojant su usiiriniy Suny ir
rudyju lapiy pasiutlige. Vertinant kity Saliy laukiniy gyviiny ORV efektyvuma,
taip pat stebima pasiutligés atvejy mazéjimo tendencija. Pastebéta, kad Estijoje
nuo 2005-2011 mety vykdant oraling laukiniy gyviiny imunizacija buvo
sékmingai iSnaikinta pasiutligé, nuo 2008 mety buvo rasti tik 4 pasiutligés
atvejai Pietrytiniame Salies pasienyje (Cliquet et al., 2012). Lapiy ir usiiriniy
Suny oralinei imunizacijai Estijoje buvo naudojama 27 ES Salyse registruota
SAG-2 vakcina (Rabigen, Virbac Laboratories, Carros, Pranctizija), sukelianti
specifiniy antikiiny susidaryma nuo pasiutligés (Cliquet et al., 2012). Latvijoje
1992-2000 metais ORV programos metu buvo iSdalinta 443,710 jauky
rankomis 4,000 km? (Vanaga et al., 2003). 2001-2003 metais ORV buvo
tgsiama visoje Latvijos teritorijoje, o jauky su vakcina dalijimas buvo
atliekamas rankomis (Vanaga et al., 2003). Nuo 2005 mety ORV programa
buvo vykdoma pavasari ir rudeni dalijant jaukus su vakcina i§ 1€ktuvo 23-25
jaukai/km2 tankumu. Latvijoje per minéta laikotarpi buvo naudojamos SAD
Berne ir SAD B19 nusilpnintos vakcinos, o nuo 2009 mety tik SAD B19. 2011
metais pasiutligés atveju Estijoje nebuvo uZregistruota, o Latvijoje buvo
registruotas tik vienas pasiutligés atvejis (Cliquet et al., 2012). Sie Latvijos bei
kity mokslininky pateikti duomenys tik patvirtina iSvada, kad miusy Salyje

laukiniy gyviny ORV metu naudojamos vakcinos yra pakankamai efektyvios.
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Stipréjant populiacijos imunitetui gaus€ja populiacija, t.y. padidéja imliy
infekcijai gyviiny skaicius, o ypac jaunikliy grupéje vasaros metu (Niin et al.,
2008). Lietuvoje laukiniy gyviny pasiutligés oraliné vakcinacija atliekama du
kartus per metus — pavasari ir rudeni. Europos usiiriniai Sunys jauniklius
atsiveda geguzg, nes ju ilgesnis néStumo laikotarpis negu lapiu (Kauhala, 1996),
o lapés — nuo balandzio 15 iki geguzés 15 (Llyod, 1980). Pastebéti skirtumai dél
maisto paémimo tarp lapiy ir ustriniy Suny jaunikliy: lapés jaunikliai — ima
maista (jauka) dantimis (Mac Donald, 1987), o usiiriniy Suny jaunikliai maisto
neima (Llyod, 1980). Tai patvirtina misy tyrimy rezultatai — usiiriniy Suny
jaunikliy tarpe nustatéme mazesni ORV efektyvuma nei suaugusiyjy tarpe, taip
pat pastebéjome tendencija, kad rudeninés ORV efektyvumas usiiriniy Suny
tarpe yra didesnis. Todél reikia pastebéti, kad sékminga laukiniy gyviiny ORV
priklauso nuo keliy faktoriy, t. y. aiSkios vakcinacijos vietos, vakcinacijos laiko,
iSplatintos vakcinos (masalo) budo ir ju skaiiaus, vakcinos savybiy ir
programos efektyvumo.

Lietuvoje per pastaruosius 5 metus (2006-2010 m.) yra stebima maZéjanti
1 medikus besikreipian¢iy asmeny, nukentéjusiy nuo gyviiny, tendencija.
Besikreipianciyjuy Zenkliai sumazéjo po 2006 m., kuomet misy Salyje pradéta
vykdyti laukiniy gyviny vakcinacija nuo pasiutligés. Galime teigti, kad didelis
2006 metais pasiutligés atveju skaiCius Lietuvoje turéjo tiesiogini poveiki
Zmoniy pasiutligés epidemiologijai, nes tais metais didelis skai¢ius Zmoniy
nukentéjo nuo naminiy gyviny, ypatingai nuo $uny ir kadiy. Sis skai¢ius nuo
2007 mety maZzgjo, taciau iSlieka ganétinai didelis. Todél miisy nuomone,
reikeéty stebéti ir intensyvinti benamiy Suny ir kaciy populiacijos kontrolg, testi
ir intensyvinti Sviet¢jiSka darba visuomenés tarpe apie tai kaip reikéty elgtis su
nezinomais ir benamiais gyviinais bei kokie pavojai tame glidi. Keliag Zmoniy
susirgimams pasiutlige galima uzkirsti tik naudojant imunoprofilaktikos
priemones. Lietuvoje naudojama pasiutligés Verorab® vakcina yra labai
efektyvi, o jos reaktogeniSkumas yra nepalyginti mazesnis nei anksciau naudoty
vakciny. Verorab® naudojama poekspozicinei profilaktikai | rankos Zasto

raumenis. Pagal WHO duomenis naudojant §ia vakcing 100 Saliy per 20 mety
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laikotarpi nebuvo pastebéta jokiy nepageidautiny simptomuy (Toovey, 2007).
Zmogus kontaktaves su neZinomu naminiu ar laukiniu gyvinu turi kuo skubiau
pasiskiepyti nuo pasiutligés ir paskirto vakciny kurso nenutraukti. Taciau
remiantis 2006-2010 mety rezultatais dél pasiutligés skiepy galime daryti
iSvada, kad yra nemaza dalis Zmoniy, kurie nutraukia paskirta vakcinos kursa.

ISanalizavus vakcinacijos poveiki Lietuvoje Zmonéms, laukiniams ir
naminiams gyviunams galima teigti, kad tai efektyvi profilaktikos priemoné.
2006-2011 metais nepasitaiké atvejy, kad vakcinuoti Zmonés biity mir¢ nuo
pasiutligés, nors nukentéjusiy nuo gyviiny skaiCius sudaré daugiau kaip 33
tukstanCius. Tai tik dar karta galime patikinti, kad pasiutligés poekspozicinei
profilaktikai néra jokiy kontraindikacijy, nes net ir galinCiy pasitaikyti
nepageidaujamy povakcininiy reakciju rizika nepalyginama su pasiutligés
pavojumi. Pagal PSO rekomendacija, povakcininis antikiiny titras 0,5 TV/ml
yra riba, kuri parodo gera apsisaugojima Zmonéms nuo pasiutligés (WHO,
2010). Tokia pati titro reikSme¢ 0,5TV/ml yra rekomenduojama ir
vakcinuotiems naminiams ir laukiniams gyviinams (Matouch, 2008). Sunys,
katés, SeSkai bei kiti pasiutligei imltis naminiai gyviinai turi biiti vakcinuojami
nuo pasiutligés ne reCiau kaip viena karta kas 12 ménesiy, jeigu Kitaip
nenurodyta vakcinos gamintojo instrukcijoje.

Apibendring 2006-2011 m. Lietuvoje kovos su pasiutlige rezultatus
nustatéme, kad Lietuvos Zmonés, o ypa¢ gyvinai dar néra saugiis dél
pasiutligés, nors teigiamy pasiutligés atvejy kasmet uZregistruojama vis
maziau. Taciau kasmet registruoti pasiutligés atvejai Baltarusijos pasienyje
kelia nerima. Siuolaikinés Lietuvoje naudojamos pasiutligés vakcinos yra itin
efektyvios ir saugios, todel kilus menkiausiam jtarimui dél uzsikrétimo
pasiutlige biitina pradéti poekspozicini skiepijima. Miisy nuomone, atliekama
laukiniy gyviiny ORV nuo pasiutligés duoda teigiamas rezultatus kovojant su
Sia pavojinga gyviny uzkre¢iamaja liga. Taciau misy nuomone galbiit reikéty
dar labiau intensyvinti gyviiny pasiutligés imunoprofilaktikos priemoniy
taikyma butent tuose rajonuose, ypaC pasienio rajonuose su Baltarusija,

kuriuose Siuo metu vis dar nustatomi pasiutligés Zidiniai.

104



6. ISVADOS

1. Analizuojant 2003-2011 mety laukiniy ir naminiy gyviny pasiutligés
epidemiologing situacija Lietuvoje nustatyta, kad tiek laukiniy tiek ir
naminiy gyvuny pasiutligés infekuotumo dinamika yra labai panasi,
statistinio skirtumo tarp kitimo tendenciju néra, o gyviiny pasiutligés
infekuotumas tirtuose méginuose vidutiniSkai maz¢jo po 6,9% per metus.

2. Atliekant 2007 — 2011 mety pasiutligés geografinio paplitimo analiz¢ buvo
nustatyta, kad nagrinéjamu laikotarpiu didZiausias tiek laukiniy, tiek
naminiy gyviny infekuotumas buvo nustatytas Lietuvos Rytingje ir
Pietrytin¢je dalyje. Nustatyta, kad pasiutligés Zidiniai vis dar registruojami
§Venéioniq, Saléininkuv Varénos, Zarasy rajonuose, kurie ribojasi su
kaimynine Baltarusijos Respublika, todé¢l bitina atsizvelgti ir 1
imunoprofilaktikos priemoniy taikyma Lietuvos kaimyninése Salyse.

3. Atliekant pasiutligés diagnostika fluorescuojanciy antikiiny tyrimo metodu
nustatyta, kad nuo 2003 iki 2011 mety usiiriniai Sunys buvo pagrindiniai
pasiutligés viruso neSiotojai. Remiantis statistinés analizés duomenimis
susirgimai pasiutlige vidutiniSkai mazéjo po 10,3% per metus, o rudyju
lapiy po 9,5% per metus.

4. Atlikti  pasiutligés fluorescuojanciy antikiiny ir pasiutligés viruso
identifikavimo audiniy kultirose metody palyginimai parodé auksta metody
specifiSkuma ir patikimuma. Abiem metodais buvo nustatytas vienodas
pasiutlige infekuoty usiiriniy Suny ir rudyju lapiy méginiy skaicius.

5. Atlikus imunofermentinés analizés ir standartinio viruso neutralizacijos
fluorescuojanciais antiklinais metody palyginimus nustatyta, kad
komercinis imunofermentinés analizés rinkinys pasiZymi dideliu jautrumu
(95,83%) ir specifiSkumu (96,15%). Imunofermentinéje analizéje méginio
kokyb¢ netur¢jo ijtakos tyrimo rezultatams, todél S$is metodas
rekomenduotinas naudoti vakcinacijos nuo pasiutligés efektyvumo
tyrimams.

6. Imunoprofilaktikos tyrimai rodo pakankama vakciny apsaugini efektyvuma

ustriniams Sunims (48,64%) ir rudosioms lapéms (54,92%). Nustatyta, kad
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imuniteto susidarymas prie§ pasiutligés virusa buvo patikimai efektyvesnis
tarp vyresnio amziaus gyviiny nei jaunesniy. Nustatytas naminiy gyviiny
(Suny, kaciy ir SeSky) naminiy gyviny vakcinacijos nuo pasiutligés
efektyvumas nagriné¢jamame laikotarpyje buvo stabilus apie 95%.

. Atlikus laukiniy ir naminiy gyviiny patogeniniy pasiutligés viruso padermiy
filogeneting analiz¢ oralinés vakcinacijos periodu (2006-2011) pagal
kintamosios N geno dalies nukleotidy sekas nustatyta, kad lietuviSkos
pasiutligés viruso padermés patenka i Siaurés Ryty Europos grupe.

. Atliekant laukiniy gyviiny oralinei pasiutligés vakcinacijai naudoty dvieju
nusilpninty pasiutligés vakciny SAD Berne ir SAD B19 analiz¢ nustatyta,
kad laukiniy gyviiny raSyse seroteigiamy gyviiny skaicius reikSmingai
skyrési. Nustatyta, kad naudojant SAD Berne vakcing laukiniy gyvinuy
ORV efektyvumo procentas (54,98%) yra aukStesnis, nei naudojant SAD
B19 (43,77%).

. Ivertinus nuo 2006 iki 2011 mety taikomas pasiutligés imunoprofilaktikos
prevencijos priemones nustatyta, kad Lietuvos Zmonés, o ypa¢ gyviinai dar
néra saugis, nors teigiamy pasiutligés atvejy kasmet uZregistruojama vis

maziau.
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. Tarptautinéje konferencijoje ,,1th Workshop for Rabies, ES Reference

Laboratory for Rabies, skaitytas praneSimas ,Laboratory control of
Rabies in Lithuania”, 2008 m. gruodZio mén. 16-17 d. Afssa, Nancy,
Prancuzija.

Tarptautingje konferencijoje ,,2nd International Veterinary Laboratory
Scientific and Applied Conference®, pristatytas stendinis praneSimas
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in Lithuania®. 2009 m. rugpjii¢io mén. 27-28 d. Ryga, Latvija.
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. Dalyvauta ES pasiutligés referentinés laboratorijos organizuotose bendrose

studijose ,,Evolution of Rabies in Raccoon dogs and Red foxes in Baltic
country during the XXI century” Nancy, Anses, Pranctzija. Report, 2010

m. gruodZio 15 d.

. Dalyvauta ES pasiutligés referentinés laboratorijos bendrose studijose

,Collaborative Study on anti-Rabies Conjugate Performance* Nancy,

Anses, Pranctizija. Report, 2012 m. sausio 6 d.
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PADEKA

Noréciau visiems padékoti, kurie prisidéjo prie Sio darbo. Darbas buty
nepavykes be Siy Zmoniy paramos.
Ypatinga padéka reiSkiu vadovui prof., hab. dr. V. A. TamoSitinui uz per
doktorantiiros studijas suteiktas nuoSirdZias, labai atsakingas bei vertingas
mokslines konsultacijas, uz patarimus ir pasitilymus bei nuolatini skatinima
tobuleéti.
Taip pat nuoSirdziai dékoju disertacijos recenzentams atidZiai perskaicius
disertacija ir suteikusiems daug vertingy patarimy bei naudingy kritiniy pastaby.
Dékoju dr. Jonui Miliui uZz paskatinima imtis mokslinio darbo ir suteiktas
galimybes bei salygas.
Dékoju Uzkre€iamyjy ligy ir AIDS centro (ULAC) Imunoprofilaktikos skyriaus
ved¢jai D. Razmuvienei uz pagalba jgyvendinant straipsnio idéja ir surenkant
duomenis apie Zmoniy pasiutligés epidemiologing situacija ir imunoprofilaktika
Lietuvoje.
Bendradarbiams uZ nuoS$irdzia pagalba ruoSiant §i darba bei kolegoms uZz kritini
mastyma bei vertingas pastabas. Taip pat dékoju visiems artimiesiems ir
draugams uz jy parama, supratinguma ir palaikyma.
NuoSirdZiai dékoju savo vyrui Eugenijui, sinums Pauliui ir Mantui uZ jy didelg

kantrybeg, nuolatini palaikyma, supratima.
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