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Santrumpos

DNR — deoksiribonukleino rtigstis

RNR — ribonukleino riigstis

PGR - polimeraziné grandininé reakcija
TBE - tris — boro riigstis

mMin — minutés

val - valandos

sek - sekundés

ml - mililitrai

pl — mikrolitrai

m — metai

nt - nukleotidai

km - kilometrai

aps/ min — apsisukimai per minute

bp - baziy pora

kbp - kilobaziy pora

pvz - pavyzdys

UV — ultravioletiné spinduliuote

AKM - afrikinis kiauliy maras

AKMYV - afrikinis kiauliy maro virusas

min — milijonas

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

dH,0O — distiliuotas vanduo

OIE — Pasaulio gyviiny sveikatos organizacija
IPT — imunoperoksidazés testas

ELISA — imunofermentinés analizés tyrimo metodas
V —voltai

mA -

miliamperai



IVADAS

Afrikinis kiauliy maras (AKM) — susirgimas, kurj Pasaulio gyviny sveikatos
organizacija, dél didelio mirtingumo, yra jtraukusi j privalomy pranesti ligy atvejy sgrasa.
Afrikinio kiauliy maro virusas sukelia zenkliai didesn;j sanitarinj, socialinj bei ekonominj poveikj
nei kiti gyviiny uzsikrétimai. Diagnozavus $ia liga, yra taikomi regioniniai, nacionaliniai bei
tarptautiniai prekybos apribojimai. AKM paveikia naminius ir laukinius kiauliniy S$eimos
gyviinus, nepriklausomai nuo veislés ir amziaus, taciau tai néra zoonotin¢ liga, todél ji nedaro
poveikio visuomenés sveikatai. Liga yra sukeliama inkapsuliuoto, dvigrandés DNR viruso,
priklausancio Asfarviridae seimai (Yoo et al., 2020).

Afrikinis Kiauliy maro virusas pirmg kartg nustatytas Kenijoje 1920 m. 1950 metais
virusas isplito Europoje, jskaitant Ispanija, Portugalija, Italija, Pranciizija. Besilaikant griezty
naikinimo priemoniy, 1990 m. Afrikinis kiauliy maras buvo i$naikintas Europoje, i§skyrus Italijai
priklausancig salg — Sardinijg. 2007 metais AKMV antrg karta paplito vienoje i§ Europos
valstybiy — Gruzijoje ir nuo tada yra aptinkamas daugelyje valstybiy. 2014 metais virusas
pasklido Rusijoje, Arménijoje, Azerbaidzane, Ukrainoje, Baltarusijoje, Lenkijoje, Latvijoje,
Estijoje ir Lietuvoje (Zhao et al., 2019; Pautienius et al., 2018).

Afrikinis kiauliy maras tarp naminiy kiauliy ir laukiniy Serny gali biiti perduodamas
tiesioginiu ir netiesioginiu biidu. Ukiuose, paveiktuose AKM, viruso plitimg palengvina Zemas
biologinio saugumo lygis, taciau kaip jis patenka j fermas, kuriose jgyvendintas auksto biologinio
saugumo lygis, néra zinoma. Vienas i§ AKMV galimy patekimo budy j tokius biologinio
saugumo tikius gali biti per vabzdzius. Toks viruso perdavimas galéty paaiskinti didéjantj maro
protriikj vasaros sezono metu tam tikrose Europos valstybése. Negalima tvirtai teigti, kad
vabzdziai perduoda virusg kiauliy bandose, ta¢iau tai yra vienas i§ galimy patekimo mechanizmy
(Olesen et al., 2018). Sio mokslinio darbo metu buvo jvertinta skirtingy vabzdziy rasiy jtaka

Afrikinio kiauliy maro viruso pernesime.

Darbo tikslas:

Nustatyti afrikinio kiauliy maro sukéléjus vabzdziuose bei jvertinti galimus viruso perneséjus i$

gamtiniy zidiniy ] kiauliy fermas.



Darbo uzdaviniai:
i§skirti DNR i§ vabzdziy, sugauty AKM protrikiy metu bei i$ gaudykliy Afrikiniu kiauliy
maro virusu uzkréstose teritorijose;
identifikuoti AKM virusg PGR metodu ir jvertinti viruso paplitimg skirtingose vabzdziy
rusyse;
Nusekvenavus AKM viruso vp72 geno dalines DNR sekas, palyginti su kitose Salyse

paplitusiais AKMV genotipais.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Afrikinis kiauliy maras

Afrikinis kiauliy maras (AKM) — uzkre¢iama kiauliniy (Suidae) Seimos liga, kuri gali
buti perduodama jvairaus amziaus ir lyties naminiams bei laukiniams §ios Seimos atstovams.
Sernams. Laukinés Afrikos kiaulés, Afrikos karpociai (Phacochoerus africanus, Phacochoerus
aethiopicus), krimyninés kiaulés (Potamochoerus porcus, Potamochoerus larvatus) ir didziosios
miskinés kiaulés (Hylochoerus meinertzhageni) — besimptomiai AKMV neSiotojai ir galimi
viruso plitimo Saltiniai. AKM yra ne zoonotiné liga, taciau ji sukelia didelj socioekonominj
poveikj. Didziausi padariniai pastebimi $alyse, kuriose yra plétojama kiaulininkysté bei vyksta
gyvy kiauliy ir kiaulienos eksportas (Gallardo et al., 2015; OIE, 2019).

Afrikinis kiauliy maras daro tiesioginj poveikj Saliy ekonomikai, kadangi, paplitus
ligai, turi buti nustatomos kontrolés priemonés. Kontrolés priemonés apima eksporto ribojimus,
kiauliy ir mésos kontrolg, gyvuliy karanting (Arias et al., 2018). Kiaulininkysté nuolat auga dél
did¢jancios kiaulienos paklausos. Kiauliy mésa — svarbus Zmogaus mitybos baltymy Saltinis
daugelyje Saliy, ypatingai tose srityse, kur kyla sunkumy auginant galvijus (Mazur — Panasiuk et
al., 2019). Budai, naudojami AKM kontroliuoti, daro didel¢ jtakg maisto pramonés ekonomikai
dél didelio kiekio gyvuliy, serganciy Afrikiniu kiauliy maru, kuriuos reikia utilizuoti. Svarbius
ekonominius nuostolius Afrikoje patiria smulkas tkiai, kurie nesiima veiksmingy priemoniy
biologiniam saugumui uztikrinti. Patyrus ekonominius nuostolius, daugumai tkininky triiksta
finansiniy istekliy verslui atnaujinti.

Siekiant iSnaikinti ligg jvairiose valstybése, yra naudojami drastiski ir brangls
kontrolés budai. Kuboje, kiauliy marui paplitus Salyje, buvo panaudota 9,4 min JAV doleriy
kovai su liga (jskaitant ir uzsikrétusiy gyvuliy sunaikinimg). Manoma, kad Ispanijoje, kiauliy,
uzsikrétusiy Afrikiniu kiauliy maru, sunaikinimo programa per pastaruosius 5 metus kainavo 92
min. JAV doleriy. Atsizvelgiant | kiauliy produkcijg, auginimg bei sunaikinimo iSlaidas,
apskaicCiuota, kad AKM patekimo j Jungtines Amerikos valstijas uzkirtimas kainuoja 4500 min.
JAV doleriy, tai sudaro beveik 5 % visos kiaulienos pardavimo vertés (Costard et al., 2009).
Pagal Lictuvos Respublikos zemés tkio ministerijos 2018 mety, rugpjiacio 10 dienos, pateiktus

duomenis, Afrikinio kiauliy maro zidiniy naikinimui isleista 18 min. eury (zur.lt, 2018).



AKM pirmg kartg aprasytas Kenijoje 1920 m., kaip timus hemoraginis kar§¢iavimas,
sukéles naminiy kiauliy mirtinguma, siekiantj 100 procenty. Pastebéta, kad ligos protriikiai kilo
naminéms kiauléms turint artimg kontaktg su laukiniy gyviiny raSimis, ypatingai Afrikiniais
karpociais (Phacochoerus aethiopicus ir Phacochoerus africanus). Infekcijos Saltiniu nustatytas
virusas, kurj neSiojo Afrikiniai karpociai, neturintys jokiy klinikinés ligos pozymiy (Galindo ir
Alonso, 2017; Petrov et al., 2018).

1.2. Afrikinis kiauliy maro virusas

Afrikinis kiauliy maro virusas (AKMV) — vienintelis Asfaviridae Seimos narys,
priklausantis Asfivirus genciai (Kef3ler et al., 2018). Tai ikosaedro formos virusas, susidedantis i$
koncentriniy sluoksniy ir dvivijés DNR molekulés, kurios ilgis nuo 170 kbp iki 193 kbp. DNR
sudaro konservatyvus regionas, kurio ilgis — 125 kilobaziy poros ir du variabiliis galai. Genomo
ilgis skiriasi priklausomai nuo multigeny Seimos nariy praradimo arba prijungimo. Multigeny
Seimos yra randamos kairiame arba deSiniame variabiliame regione. Afrikinio kiauliy maro
virusing DNR sudaro nuo 151 iki 167 atviro skaitymo rémeliy, kurie koduoja 54 struktiirinius
baltymus ir apie 100 polipeptidy tam tikrose uzkréstose lastelése, makrofaguose bei monocituose.
AKMV yra vienintelis iki S§iol Zzinomas deoksiribonukleino riigt] turintis arbovirusas
(pernesamas nariuotakojy). Pagrindiniai viruso kapsidés komponentai: p72 baltymas, du
struktariniai baltymai p30 ir p54, polibaltymas pp62. Nustatyta, kad p72, p30, p54 ir pp62
pasizymi didZiausiomis antigeniSkumo savybémis tarp baltymy, atsakingy uZ antikiiny
aktyvavima infekcijos metu (Gallardo et al., 2015; Alonso et al., 2018).

P72 — pagrindinis Afrikinio kiauliy maro viruso baltymas, kuris koduojamas B646L
geno. Sis baltymas pasizymi labai stipriomis antigeninémis ir imunogeninémis savybémis.
Susintetintas p72 tolygiai pasiskirsto tarp tirpios citoplazmos ir endoplazminio tinklo, susieto su
membranomis. Buvo atliktas tyrimas, kurio metu kiauléms jleista rekombinantiné vakcina.
Vakcinos pagrindg sudaré p72 ir kiti virusiniai baltymai, ekspresuojami bakulovirusy sistemoje.
Rezultatai parod¢, kad p72 antikiinai geba uzkirsti kelig AKMV prisijungimui prie makrofagy,
taciau, jie negali atlikti antikiiny sukeliamos imuninés apsaugos. Atlikus dviejy p72 koduojamy
geny, gauty i§ Ugandos ir Dominikos Respublikos, Afrikinio kiauliy maro viruso padermiy, seky
analize, nustatyta, kad p72 yra labai konservatyvus, nepaisant jo i$skyrimo i$ skirtingy pasaulio
viety. Atlikta seky analizé patvirtino, kad p72 antigeniSkumas yra stabilus ir tinkamas AKMV
serologiniams testams atlikti (Jia et al., 2017).



1.2.1. Viruso plitimo biidai

Didelis viruso kiekis esantis ant maisto, medziagy arba biologiniy vektoriy ir gyviiny
organizme suteikia galimybe infekcijai plisti tarp kiauliniy ir Serny tiesioginiu arba netiesioginiu
budu. Tiesioginis biidas — esant kontaktui tarp neuzkrésty ir uzkrésty gyvuliy (naminés kiaulés,
laukiniai Sernai, Afrikiniai karpociai), netiesioginis btidas — per uzkréstus daiktus, medziagas,
netinkamai apdorota uzkrésta maistg arba biologinius vektorius — erkes (Argasidae) (1 pav.)
(Guinat et al., 2016).

Kiauliy uzsikrétimo badai Serny uisikrétimo bidai

Stomoxys calcitrans

s \
Medziagos \ Skerdiena
\
)
\ MedZ|agos
“
\
@ ~ Maistas

/ \ Ixodidae erkes Sernai

Argasidae erkés

: Argas:dae erkes
Maistas

1 pav. Galimi AKMV perdavimo keliai kiaulése ir laukiniuose Sernuose. Stomoxys calcitrans musés isskiriamos kaip
galimas viruso perdavimo budas kiauléms. Ixodidae erkés yra zymimos raudona spalva, kadangi néra duomeny,
jrodan¢iy kietyjy erkiy gebéjimag pernesti virusg laukiniams $ernams (Pagal Fila ir WozZniakowski, 2020).

Afrikinis kiauliy maro virusas gali buti laisvai perduodamas tarp uzkrésty kiauliy
arba Serny tiesioginio kontakto metu per burng, nosj arba odg, tatiau yra nustatyta, kad plitimas
acrozoliu galimas esant mazam atstumui tarp gyviny. Kiaulés, nurijusios maisto medziagas,
vandenj, kuriy pavirsius yra uzkréstas virusu taip pat gali susirgti Afrikiniu kiauliy maru (Brown
and Bevins, 2018; Beltran-Alcrudo et al., 2018).

Gauti rezultatai rodo erkiy gebéjimg perduoti Afrikinj kiauliy maro virusg. Argasidae
Seimai priklausancios Ornithodoros moubata ir Ornithodoros erraticus erkés gali atlikti viruso
perneSimo ir platinimo, per jkandimo vietas, vaidmenj Ryty Afrikoje, Pirény pusiasalyje,

Kaukaze ir piety Europoje, taciau kitose Salyse $is reiskinys néra uzfiksuotas. Pagal 2018 metais



pateikiamus duomenis, néra aptikta duomeny apie Ornithodoros paplitimg Europos Zemyne
(i8skyrus piety Europa). Tyrimai, atlikti su kita, Ixodidae, seima, kuri yra didziausia erkiy grupé
Europos Zemyne, patvirtino, kad Sie nariuotakojai nedalyvauja Afrikinio kiauliy maro viruso
pernesime. Kadangi Ornithodoros erkiy néra aptikta didziojoje Europos dalyje, o atlikti tyrimai
su Ixodidae Seima patvirtina, kad jos néra AKMV nesiotojos, mokslininkai kelia prielaida, kad
vabzdziai, mintantys gyviny krauju ir perneSantys patogenus, yra galimi Afrikinio kiauliy maro
viruso platintojai (Fila ir Wozniakowski, 2020; ECDC, 2018; Frant et al., 2017).

Musés yra dazni vabzdziai iikiniuose pastatuose, kuriuose laikomi gyviinai. Sie
vabzdZiai turi tiesioginj kontakta su uzkréstomis medziagomis, tokiomis kaip uzkréstos negyvos
kiaulés ir jy iSskyros, todél daroma prielaida, kad vabzdziai gali buti svarbus kiauliy ligy plitimo
rizikos veiksnys. Jrodyta, kad musés daznai juda tarp kiauliy fermy (dazniausiai per 2 — 3 km
atstumg), ypatingai esant stipriam véjui, todél, veikdamos kaip mechaniniai vektoriai, gali
paskatinti ligy plitima. Musés, kurios nepernesa patogeny savo kraujyje, gali juos transportuoti
mechaniskai ant kiino pavirSiaus arba iSmatose. Kraujasiurbiai vabzdziai patogenus gali perduoti
per krauja, todél didZiausias démesys buvo sutelktas j jy tyrimus (Dixon et al., 2019; Herm et al.,
2020; Fila ir Wozniakowski, 2020).

Rudeniné piktmusé (Stomoxys calcitrans) (2 pav.) — visame pasaulyje pla¢iai paplites
kraujasiurbis vabzdys, kuris daro didel¢ ekonomine jtakg gyvulininkystés srityje. S.calcitrans

patinai ir patelés minta krauju ir yra laikomi agresyviais ir aktyviais vabzdziais. Sie kraujasiurbiai

suvartoja apie 11 — 15 pl kraujo per
vieng jsisiurbimo kartg. Stomoxys
calcitrans patogenus perduoda
mechaniniu  btudu. Visy pirma,
kraujasiurbis vabzdys nuttpia ant
uzsikrétusio gyviino, siurbia jo krauja,
gyvulys pajunta jkandimo skausmg ir
gynybiniy judesiy biidu nutraukia
kraujo cCiulpimo procesa. Piktmuse
nuskrenda ir nuttpia ant kito, sveiko

gyvino, siurbia jo kraujg ir, seiliy

pagalba, perduoda burnos dalyje

esanéius patogenus j neuZsikrétusiojo 2 pav. Stomoxys calcitrans (Baldacchino et al., 2013).

10



gyvulio organizma. Stomoxys calcitrans gebéjimas pernesti patogenus ant sveiko galvijo buvo
jrodytas moksliniais tyrimais, kuriy metu nustatyta, kad rudeniné piktmusé geba regurgituoti
uzkrésta krauja. Regurgitacija — procesas, kurio metu jsiurbtas kraujas pakartotinai grjzta j
vabzdZzio burnos ertme. Atradimas apie S. calcitrans mokéjima regurgituoti kruja, leido suprasti,
kad $i parazity rasis gali atlikti labai svarby vaidmenj ligy pernesimo procese (Showler ir
Osbrink, 2015; Salem et al., 2012; Fila ir Wozniakowski, 2020; Baldacchino et al., 2013).
Nepaisant rudeniniy piktmusiy gebéjimo jsiurbtg kraujg grazinti | burnos ertme, svarbu paminéti,
kad patogeny iSgyvenamumui jtakos gali ir turéti vabzdziy virskinimo sekrecija.

A. S. Olesen su kolegomis (Olesen et al., 2018; Olesen et al., 2018) atliko du
mokslinius tyrimus siekiant placiau suzinoti apie Stomoxys calcitrans poveikj Afrikiniam kiauliy
marui. Vykdant pirmaji eksperimentg, buvo siekiama nustatyti, ar Stomoxys calcitrans gali buti
laitkomas Afrikinio kiauliy maro viruso pernes¢ju. Kiaulés buvo oraliniu btidu inokuliuotos
homogenizuotomis arba nepazeistomis, torte esanciomis piktmusémis. Prie§ muses suSeriant
gyvuliams, jos 1 val buvo maitinamos AKMV uzkréstu krauju. 7 i§ 8 tirty gyviiny pasireiskeé
calcitrans veikia kaip AKM mechaninis vektorius ir patogena nesiojan¢io vabzdzio patekimas |
sveikg organizma oraliniu biidu gali sukelti infekcijg. Antrojo tyrimo metu buvo tiriamas viruso
iSgyvenamumas ir pasiskirstymas skirtingose Stomoxys calcitrans organizmo vietose. Bandymo
metu rudeninés piktmusés buvo maitinamos krauju, uzkréstu Afrikiniu kiauliy maro virusu,
naudojant mebraninj maitintuvg Su
parafilmo membrana (3 pav.). AKMV
uzkréstu  krauju = vabzdziai  buvo
maitinami 1 val. S. calcitrans eutanazijos
biidu buvo uzsaldytos po sérimo pragjus
0, 3, 6, 12, 24, 36, 48 ir 72 valandoms.
Visos musés buvo atSildytos ir perpjautos
1 tris dalis: burnos dalis, galva ir kiinas

(kriitine ir pilvas). IStyrus 8 piktmusiy

burnos ertme, rasti mazi AKM viruso

deoksiribonukleino  riigities  kiekiai 3 pav. Stomoxys calcitrans vabzdZziy maitinimas and
) membraninio maitintuvo (Olesen et al., 2018).

vabzdziy  meéginiuose, kurie  buvo

uzsaldyti po 0, 3 ir 12 maitinimo valandy. Galvos ir kiino méginiuose aptiktas didesnis kiekis
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Afrikinio kiauliy maro viruso DNR ir nuo 90 iki 100 % tiriamy bandiniy teigiami praéjus maziau
nei 36 valandoms po maitinimo. Svarbu paminéti, kad keliuose galvos ir kiino méginiuose viruso
deoksiribonukleino riigstis aptikta praéjus trims dienoms po $érimo. Gauti rezultatai rodo, kad
kraujasiurbés musés virusg geba pernesti maziausiai 12 valandy po mitinimosi uzkréstu krauju.
AKMV DNR aptikimas Stomoxys calcitrans organizmuose praéjus iki 36 valandy po mitimo
proceso patvirtina fakta, kad rudeninés piktmusés atlieka svarby vaidmenj Afrikinio kiauliy maro
plitime tikiuose, kuriuose yra didelis biologinis saugumas (Olesen et al., 2018; Rivers ir Geiman,
2017).

Pavojingiausiais laikomi tokie patogenai, kurie kelia pavojy zmoniy ir gyviiny
gyvybei, o kambariné musé (Musca domestica) yra priskiriama prie $iy mikroorganizmy
nesiotojy. Sie vabzdZiai geba pernedti didele jvairove patogeny. M.domestica gyvenimo ciklas
labai priklauso nuo aplinkos temperatiros. Esant didesnei temperatiirai, vystymosi ciklas trunka
trumpiau. Svarbu paminéti, kad iSmatose ir organinése atliekose temperatiira yra didesné nei
aplinkoje, todél $is faktas leidzia vabzdziams vystytis esant nepalankioms salygoms, pavyzdziui,
ziemos ciklo metu. Moksliniai tyrimai patvirtina, kad Musca domestica gali perduoti bakterinius,
virusinius ir grybelinius patogenus, kurie sukelia Zzmoniy ir gyviiny ligas. [rodyta, kad kambarine
musé neSioja patogenus burnos ertméje ir ant plauky, kurie dengia kanelj ir kojas.
Mikroorganizmy, kurie sukelia susirgimus, aptikta M. domestica iSmatose ir seilése. Be
kambariniy musiy tkiuose randama Calliphora vomitoria ir Lucilia sericata (Fila ir
Wozniakowski, 2020).

Lucilia ir Calliphora mésmusiy gentis, priklausan¢ios Calliphoridae Seimai,
dazniausiai aptinkami vabzdziai ant dvéselienos. Patelés padeda tukstancius kiauSinéliy Zaizdose
arba atvirose angose. ISsiritusios lervos pradeda misti audiniais iSkart po iSsiritimo. Kadangi
Afrikinis kiauliy maras aptinkamas uzkrésty gyviny kraujyje ir beveik visuose audiniuose, lervos
turi tiesioginj salyti su AKMV. Atliktas mokslinis tyrimas, kurio metu buvo siekiama iSsiaiskinti
ar mésmusiy lervos, augancios ir besimaitinancios Afrikinio kiauliy maro virusu uZzkréstais
audiniais, gali veikti kaip mechaninis vektorius. Gauti rezultatai paneigé $ig hipoteze¢, tatiau
svarbu nepamirsti apie sparviniy vabzdzius, kurie, labai tikétina, atlieka labai svarby vaidmenj
AKM plitime (Forth et al., 2017).

Tabanidae (Sparviniy) Seima — vienas i§ galimy mechaniniy vektoriy, platinanciy
Afrikinj kiauliy maro virusg. Lyginant su Stomoxys calcitrans, Tabanidae Seimai priklausantys

vabzdziai yra didesni ir gali skristi didesnius atstumus. Sios musés gali bati daugelio virusiniy
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patogen mechaniniai vektoriai. PrieSingai nei S. calcitrans, sparviniai nesiveisia tikiuose, kur yra
laikomi gyvuliai, todel gali turéti artimesnj kontakta su miskuose gyvenanciais Sernais. Be to,
Sios musés besimaitindamos iSsiurbia 5 Kkartus daugiau kraujo lyginant su rudeninémis
piktmusémis, tai lemia didesn¢ viruso infekcijos tikimybe. Svarstant, koks viruso Kkiekis
reikalingas uzkrésti gyviing, svarbu atsizvelgti j gyvulio sveikatos bikle. Silpnos ir ligotos
kiaulés yra jautresnés infekcijai dél prastesnés imuninés Sistemos, todél patogeno Kiekis ligai
sukelti yra mazesnis. Virusui pasklidus organizme, jis gali toliau plisti tarp gyviiny, esanciy toje
pacioje fermoje. Didelis kiauliy kiekis mazame plote sukuria palankias sglygas Stomoxys
calcitrans, Musca domestica, Calliphoridae, Tabanidae vabzdziams perduodant virusg (Fila ir
Wozniakowski, 2020).

tiek didelio saugumo iikiams, auginantiems ir veisiantiems kiaules. Siuo metu triiksta duomeny,
paaiSkinan¢iy netiesioginio viruso patekimo mechanizmg ] auks$c¢iausio biologinio saugumo
tkius. Naujy galimy AKMV vektoriy identifikavimo tyrimai yra labai svarbis, kadangi naujy
biologiniy ir mechaniniy vektoriy atradimas leis tiksliau suprasti viruso plitimo kelius, efektyviau
kontroliuoti maro plitima ir sustiprinti gyvuliy tkiy auginima (Mazur — Panasiuk et al., 2019;
Rovid Spickler, 2019).

1.3. Afrikinio kiauliy maro geografinis paplitimas

Pirmg kartg aptikus Afrikinj kiauliy marg 1920 m., jis greitai paplito daugelyje
Afrikos valstybiy, taCiau pirmasis jveztinis maro atvejis uzfiksuotas Portugalijoje 1957 m.
Manoma, kad AKMV | Portugalijg pateko per uzkréstg kiauliy édalg, kadangi $is biidas yra labai
efektyvus virusui plisti dideliais atstumais. Portugalijoje Afrikinis kiauliy maras uzfiksuotas
kiaulése, kurios buvo Seriamos netoli Lisabonos oro uosto (Boinas et al., 2011). Sékmingai
iSnaikinus liga, ji vél atsinaujino 1960 m. ir iSplito daugelyje Europos Saliy: 1995 m. Ispanijoje
(Mur et al., 2012), 1964 m. Pranciizijoje (Zsak et al., 2005), 1964 m. ltalijoje (Zhu ir Meng,
2020), 1978 m. Maltoje (de Carvalho et al., 2012), 1978 m. Sardinijos saloje (Mur et al., 2016),
1985 m. Belgijoje (Schulz et al.,, 2019) ir 1986 m. Olandijoje (de Carvalho et al., 2013).
Nepaisant iSplitimo, 1995 metais virusas Europoje buvo iSnaikintas. Daugelj mety Afrikinis
kiauliy maras buvo fiksuojamas tik Sardinijos saloje ir Afrikos valstybése, tac¢iau 2007 m. buvo
paskelbta apie pirmajj uzsikrétimo atvejj Gruzijoje. Manoma, kad kiaulés Salyje uZzsikrété

misdamos uzterStomis vie$ojo maitinimo atliekomis, atkeliavusiomis laivu. Gruzija yra laikoma
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pagrindine viruso baze, i§ kurios AKM iSplito daugelyje Europos valstybiy. Visy pirma, virusas
paplito kaimyninése Gruzijos Salyse: 2007 m. Arménijoje (Sargsyan et al., 2018), Azerbaidzane,
Rusijos Federacijoje (Misinzo et al., 2012). 2012-2013 metais prane$ti pirmieji viruso atvejai
Baltarusijoje ir Ukrainoje. 2014 metais virusas pasieké Europos Sgjungos valstybes: Lietuva,
Latvija, Estija, Lenkija. Siuo metu Afrikinio kiauliy maro viruso atvejy uzfiksuojama laukiniy
Serny ir naminiy kiauliy organizmuose pastarosiose valstybése. (Brown ir Bevins, 2018; Cwynar
et al., 2019; Rowlands et al., 2007; Schulz et al., 2017). 2017-2018 m. duomenimis, su AKMV
protriikio problemomis §iuo metu susiduria ir Belgija, Bulgarija, Cekijos Respublika, Vengrija,
Moldova ir Rumunija. Pranesta, kad nuo 2014 m. Europos sajyngos valstybése Afrikiniu kiauliy
maro viruso uzsikrété virs 12 000 Serny ir daugiau kaip 1 300 naminiy kiauliy (Chenais et al.,
2019).

2014 mety sausio 24 dieng Lietuvos maisto ir veterinarijos tarnyba patvirtino pirmajj
Afrikinio kiauliy maro protrukj Varénos rajone dviems Serny skerdenoms. Pirmoji skerdena rasta
40 km nutolusi nuo Baltarusijos sienos, o antroji — 5 km. Atlikus infekuoty gyviny geny
sekoskaita nustatyta 100 % sekos homologija su Baltarusijos AKMV tipu. Sis jvykis parodé, kad
virusas | Lietuva pateko migruojant infekuotiems laukiniams Sernams. Antrasis AKM atvejis
Nustatytas naminiy kiauliy, auksto biologinio saugumo, iikyje, kuris jsikiirgs Ignalinos ir Utenos
rajonuose. Atstumas tarp pirmojo ir antrojo uzsikrétimo atvejy, apie 170 km.

Afrikinio kiauliy maro viruso epidemiologiné padétis Lietuvoje turi biiti laikoma
rimta Salies problema dé¢l intensyvaus gyvuliy auginimo ir didelio laukiniy Serny paplitimo. 2010
mety duomenimis, naminiy kiauliy populiacija Lietuvoje — 500 000, didzioji jy dalis (apie 60 %)
auginama veisimo centruose su aukstu biologinio saugumo lygiu. 25 % gyvuliy veisiama mazose
tkiuose ir 9 % laikomi lauke esanciose auginimo sistemose, turin¢iose auksta AKM uZsikrétimo
rizika. Apibendrinant, nuo pirmojo ligos protrikio Lietuvoje, i§ viso patvirtinti 405 naminiy

kiauliy ir laukiniy Serny uzsikrétimo atvejai (Cwynar et al., 2019; vmvt.It, 2016).

1.3.1. Afrikinio kiauliy maro viruso genotipy geografinis paplitimas

Pagrindinio kapsidés baltymo p72, kurj koduoja genas B646L, sekoskaita
identifikavo 24 skirtingus Afrikinio kiauliy maro viruso genotipus (Achenbach et al., 2017). Sios

didelés genetinés jvairovés paplitimas priklauso nuo laukiniy, naminiy gyviiny ir patogeny
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platinimo nevarzomai judant maro protrukio vietose. Visi 24 genotipai yra randami Afrikoje, tuo
tarpu tik I ir II aptikti uz Sio zemyno riby (4 pav.) (Brown ir Bewins, 2018; Arias et al., 2017).

Ilga laika Afrikinio kiauliy maro viruso genotipai buvo aptinkami tik Afrikoje, tac¢iau
1957 ir 1960 metais | genotipas i$plito Pirény pusiasalyje, Europos $alyse, Brazilijoje, Karibuose,
o0 $iuo metu randamas Sardinijos saloje. 2007 m. i§ Ryty Afrikos j Gruzijg buvo jveZtas naujasis -
Il genotipas. 1l genotipas greitai pasklido Gruzijoje ir iSplito Rusijos Federacijoje, Kaukaze ir
Ryty Europos valstybése (Sanchez-Vizcaino et al., 2015; Gallardo et al., 2018).

Naujo Afrikinio kiauliy maro viruso genotipo paplitimas Ryty Europos valstybése

sukélé didelj mokslininky susidoméjima. Siekiant istirti IT genotipo poky¢ius bégant laikui, buvo
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4 pav. Afrikinio kiauliy maro viruso genotipy paplitimas Afrikos ir Europos zemynuose. Simboliai zymi 23
genotipus, paskutinysis — 24 genotipas néra pavaizduotas. SkaiCius prie simbolio atitinka genotipa. (Arias et al.,
2017).

atlikti tyrimai, kuriy metu surinkti ir palyginti 2007-2011 m. surinkti Il genotipo méginiai.
Rezultatai parodé, kad I1 genotipas mazai pakito per 4-is metus. Afrikinio kiauliy maro méginiy
genetinis panasumas jrodé, kad genotipas yra kiles i§ vieno bendro Saltinio (Mologolovkin et al.,
2012). Atliekant kita mokslinj tyrima, kurio tikslas — suzinoti daugiau apie Afrikinio kiauliy maro
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viruso plitimg ir epidemiologija, buvo analizuojamos Lenkijoje ir Lietuvoje iSskirtos AKMV
sekos. 2014 m. buvo surinkti méginiai Lietuvoje ir Lenkijoje nuo nugaiSusiy Serny, atlickama
bandiniy sekoskaita ir gauti rezultatai lyginami su genais i§ 2013 m. Baltarusijos, 2012 m.
Rusijos ir 2007 m. Gruzijos. Palyginus rezultatus nustatyta, kad AKMV Lietuvos ir Lenkijos
méginiy sekos 100 % homologinés su Ryty Europos valstybiy sekomis. Rezultatai parodé, kad
pastaryjy dviejy valstybiy (Lietuvos ir Lenkijos) sekos turi pasikartojantj intarpa, kuris aptiktas ir
meéginiuose i§ Baltarusijos ir Ukrainos valstybiy, taciau nerastas Ryty Europos Salyse, jskaitant
Rusijos Federacija ir Gruzija. Sis sutapimas patvirtina fakta, kad Afrikinis kiauliy maro virusas j

Lietuva pateko per Baltarusija (Sanchez-Cordon et al., 2018; Gallardo et al., 2014).

1.4. Afrikinio kiauliy maro viruso identifikavimo metodai

Iki Siol néra nei vakcinos, nei gydymo biido nuo Afrikinio kiauliy maro viruso (Arias
et al., 2017). Kontrolés pries AKMV grindziamos klasikiniais ligos kontrolés metodais, jskaitant
gyvuliy steb&jimg, epidemiologinius tyrimus, uzkrésty zidiniy sunaikinimg. Pasyvus kiauliy
steb¢jimas, pagristas AKMV klinikiniy pozymiy aptikimu ir dideliu mirtingumu atlieka
pagrindinj vaidmenj siekiant identifikuoti liga ankstyvoje stadijoje. Be to, atsizvelgiant j fakta,
kad uzkréstas gyviinas gali bliti pasyvus viruso nesiotojas, kiauliy prieziiira ir stebésena teikia
vertingy duomeny apie ligos vystymosi eigg ir veiksmingy kontrolés priemoniy pritaikyma.
TaCiau, gauti greita Afrikinio kiauliy maro viruso diagnozg, biitina laboratoriné jranga ir
molekuliniai tyrimai, kurie leis laiku identifikuoti liga ir ja sustabdyti (Gallardo et al., 2015).

Afrikinio kiauliy maro viruso molekuliniai tyrimai vykdomi atliekant B646L geno, 3’
galo, realaus laiko polimerazing grandining reakcijg. Atvirasis skaitymo rémelis koduoja
pagrindinj kapsidés baltymg p72, kuris skirstomas j 24 atskirus genotipus. Maro protriikkio metu,
p72 genotipavimas gali biiti naudojamas nustatyti viruso kilmei. Norint atskirti pogrupius tarp
glaudziai susijusiy AKMV, atlieckama tandemiskai pasikartojanciy seky, esanciy B646L geno
centriniame variabiliame regione ir tarpgeniniame regione tarp 173R ir 1329L geny, analizé. Kiti
geny regionai: E183L (koduojantis p54 baltyma), CP204L (koduojantis p30 baltymg), EP402R
(koduojantis CD2v baltyma) yra naudojami analizuoti Afrikinj kiauliy maro virusg skirtingose
pasaulio vietose ir, tokiu biidu, sekti viruso plitimg (OIE, 2019; Ge et al., 2018; Mologolovkin et
al., 2015).

Afrikinio kiauliy maro viruso identifikavimui reikalingi gyviinai, kurie anksciau sirgo
arba Siuo metu nesioja AKMV. Tinkamas kiauliy maro ligos nustatymas apima specifiniy viruso
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antigeny arba DNR ir antikiiny aptikimg. Aptikta liga gali buti skirtingose vystymosi stadijose,
dél Sios priezasties butina istirti tiek virusg, tiek antikinus (Gallardo et al., 2015; Beltran-Alcrudo
etal., 2018).

Pasauliné¢ gyviny sveikatos organizacija (OIE) rekomenduoja atlikti Siuos testus
viruso identifikavimui: viruso i$skyrimas, tiesioginiy fluorescenciniy antikiiny metodas (FAT),
realaus laiko PGR, jprastinis PGR testas, imunofermentinés analizés tyrimo metodas (ELISA).
Polimerazinés grandininés reakcijos testai yra placiausiai naudojami Europos Sgjungoje. PGR yra
plac¢iai naudojamos dél jautrumo, Kuris suteikia ankstyvos ligos stadijos identifikavimo
privalumg. Per paskutinius 20 mety sukurta didelé jvairové PGR testy, kurie geba atpaZzinti
jvairius viruso genotipus. Testai yra sukurti viruso vp72 geno seky identifikavimui méginiuose.
Kitas naudojamas metodas — ELISA. Imunofermentinés analizés tyrimo metodas leidzia tirti
didelj kiekj bandiniy, taciau jis yra ne toks jautrus kaip polimeraziné grandininé reakcija, todél
néra toks paklausus.

Afrikinio kiauliy maro antikiiny aptikimui naudojama ELISA — antikiiny atrankai.
Imunofermentinés analizés rezultatams patvirtinti atlickamas imunoblotingas arba netiesioging
imunoflorescencija. Netiesioginés imunoperoksidazés testas (IPT) pasizymi veiksmingu
analitiniu bei diagnostiniu jautrumu ir gali biiti naudojamas kaip alternatyva imunoblotingui arba
netiesioginei imunofluorescencijai. IPT privalumas lyginant su Kkitais testais — lengvas
pritaikymas daugeliui méginiy ir pigumas (kadangi nereikia brangios fluorescencinio mikroskopo
jrangos.

Afrikinio kiauliy maro diagnozavimas turi buti

pagristas  virusologiniais,

pagrindiniai AKM tyrimai ir jy charakteristikos (Gallardo et al., 2015; Gallardo et al., 2019;
Beltran-Alcrudo et al., 2018).

1 lentelé. Afrikinio kiauliy maro laboratorinés diagnostikos metody apzvalga (Beltrdn-Alcrudo et al., 2018).

Viruso i$skyrimo | Laikas ey .

metodas (val.) Jautrumas | Meéginio rasis Komentarali
Pf;;rg;ri?lzéme kraﬁgglrl“?[;eli Labiausiai  paplitgs  metodas.
geakci'a (PGR) 5-6 XXX kultlJ_J.I‘O’S qerkésq Jautrus kontaminacijai. Aptinka

J Vabzciiiai > | tiek gyva, tiek mirusj virusa
Hemadsorbciné 168 — XX Kiauliy Naudojamas tik kai kuriose
reakcija (HadR) 504 makrofagai ctaloninése laboratorijose
Tiesioginiy 195 XXX Kriopjavis, Rekomenduojama, jei néra PGR
fluorescenciniy ' tepinélis, lasteliy | arba néra patirties. Reikalingas
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antikiiny metodas kultra fluorescencinis mikroskopas.
(FAM) Nepakankamai jautrus praéjus
savaitei po uzkrétimo
ELISA Paprastai nenaudojamas.
Serumas, . ..
3 X R Nepakankamai jautrus praéjus
audiniai . o
savaitei po uzkrétimo
énnk‘.mq Laikas T .
iSskyrimo (val.) Jautrumas | Méginio rasis Komentarai
metodas '
ELISA Atrankos testas. Yra laboratoriniai
3 X Serumas
vidiniai ir komerciniai rinkiniai
Imunoblotingas Patvirtinantis testas. Néra
3 X Serumas o
(IB) komerciniy rinkiniy
Netiesioginiy Patvirtinantis testas. Néra
fluorescenciniy Serumas, komerciSkai prieinamy reagenty.
S 4 XXX i .
antikiny metodas plazma Bitinas fluorescencinis
(nFAM) mikroskopas

Siuo metu Afrikiniam kiauliy maro diagnozavimui naudojami badai leidZia
uztikrintai identifikuoti virusg bet kurioje ligos stadijoje. Ta¢iau AKMYV diagnozavima apsunkina
ligos klinikiniy formy ir simptomy panaSumas su kitais susirgimais, pavyzdziui, Klasikiniu
kiauliy maru. Dabartiné Afrikinio kiauliy maro padétis Europoje skatina mokslininkus patikrinti
dabar atliekamy viruso identifikavimo testy jautruma, specifiSkuma bei efektyvuma. 2015 m.
Gallardo su kolegomis (Gallardo et al., 2015) atliko tyrima, kurio metu buvo palygintos AKM
diagnostikos testy savybés, jskaitant jautrumg ir specifiSkumg. Tyrimy metu buvo naudojami trys
AKMYV izoliatai priklausantys p72 Il genotipui. Naudoti méginiai i§ gyvuliy, kurios buvo
auginamos Afrikiniu kiauliy maru uzkréstose Europos $aliy teritorijose ir i§ gyviiny, naudoty
AKMYV eksperimentiniuose tyrimuose. Siekiant identifikuoti virusg, buvo naudojami trys PGR
metodai: OIE nurodytas paprastasis, OIE nurodytas realaus laiko ir ,,Roche* jmonés sukurtas
,universal ProbeLibrary* (UPL) realaus laiko. Remiantis 165 trumpais hidrolizés zondais, UPL
leidZia sukurti realaus laiko polimerazinés grandininés reakcijos méginius per kelias sekundes ir
istirti vir§ 5 milijony bet kurio sekvenuoto organizmo transkripty virtualioje erdvéje. Lengvai
naudojama ,,ProbeFinder Assay* programin¢ jranga rodo taikiniui buidingas pradmeny sekas ir
atitinkamg ,,Universal ProbeLibrary” zondg. Palyginus visas technikas, nustatyta, kad UPL
polimeraziné grandininé reakcija tik 6 % skiriasi nuo OIE nurodyto realaus laiko PGR metodo ir
12 % skirtumas lyginant su paprastu PGR. ,,Roche* sukurtas biidas leidzia anks¢iau nustatyti liga
ir iSsiskiria jautrumu. AKM antikiing nustatymo efektyvumui tirti buvo naudojami penki

metodai: trys komerciniai ELISA, OIE nurodytas ELISA ir imupoeroksidazés testas. Lyginant
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ELISA ir imunoperoksidazés metodus, IPT buvo pranaSesnis jautrumu ir geb¢jimu antikiinus
aptikti mazoje koncentracijoje. Apibendrinant, galima teigti, kad ,,Universal ProbeLibrary*
realaus laiko PGR ir imunoperoksidazés testas buvo patikimiausi AKM aptikimo btidai (Gallardo
et al., 2015; lifescience.roche.com, 1999).

Viruso identifikavimo budai aktyviai naudojami tyrimuose su vabzdziais. Olesen su
kolegomis (Olesen et al., 2018; Olesen et al., 2018) atliko du tyrimus su Stomoxys calcitrans
piktmusémis (placiau tyrimai aprasyti 1.2.1. poskyryje). Moksliniy tyrimy metu, Afrikinio
Kiauliy maro viruso aptikimui vabzdziuose, buvo pritaikytas realaus laiko polimerazinés
grandininés reakcijos metodas. Bandymuose, viruso identifikavimui, buvo panaudotas vp72
genas, o antikiiny detekcijai — ELISA.

2019 metais, Estijoje, buvo atliktas tyrimas, kurio metu noréta jvertinti vabzdziy, kaip
galimy mechaniniy vektoriy, geb¢&jima platinti Afrikinio kiauliy maro virusg. Aptikus AKM
viename i§ Estijos kiauliy tikiy, uzkréstoje fermoje gaudyklémis atsitiktinai sugauta 15 skirtingy
vabzdziy rasiy. Deoksiribonukleino riigstis, i$skirta i§ vabzdziy, buvo analizuojama realaus laiko
PGR metodu, naudojant p72 gena. Nedidelis virusinés DNR kiekis buvo rastas tik dvejuose
musiy ir dvejuose uody méginiuose. Atsizvelgiant j létg viruso plitimg tkyje, gauti tyrimy
rezultatai negali patvirtinti vabzdziy, kaip mechaniniy vektoriy, vaidmens. Norint jvertinti
vabzdZiy vaidmen; Afrikinio kiauliy maro viruso plitime, reikia analizuoti didesnj vabzdziy kiek],

jskaitant kraujasiurbius, kurie yra aptinkami uz tikio pastato riby (Herm et al., 2020).
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2. MEDZIAGOS, APARATURA IR METODALI

Tyrimai buvo atliekami nuo 2019.02.01 Vilniaus universiteto Zoologijos katedros

laboratorijose.

2.1. Vabzdziy rinkimas

Vabzdzius rinko Vilniaus universiteto zoologijos katedros déstytojai nuo 2018 m. iki
2019 m. Vabzdziai buvo gaudomi naudojant Nzi gaudykles (5 pav.) bei entomologinius tinklelius

(AKM protrukio vietose). Gaudyklés buvo statomos kiauliy fermy teritorijose, regionuose, kur

buvo aptikta AKMV uzsikrétusiy Serny.

5 pav. Nzi gaudyklé kiauliy komplekso teritorijoje, PoskaiGiuose, Nemenéinés senitinija, Vilniaus rajonas.

Nzi gaudyklés — geriausia priemoné Stomoxys genties musiy rinkimui. Naudojant $j
bilidg yra sugaunama aStuonis kartus daugiau vabzdziy lyginant su geriausiai vertinama gaudykle
(Vavoua). Kitas Nzi gaudyklés privalumas — dideliy vabzdziy patekimas j tinkla (Mihok, 2002;
Desquesnes et al., 2013).

Sugauti vabzdziai saugojami mégintuvéliuose, 96 % etilo alkoholyje.
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2.2. Méginiy kodavimas ir DNR iSskyrimas (1 etapas)

Meéginiy kodavimas ir DNR iSskyrimas buvo atliekamas toliau nurodyta tvarka:

1. ParuoSiama aplinka darbui: 96 % etilo alkoholiu nudezinfekuojami pavirSiai ir darbo
priemones.

2. Virs spiritinés lemputés jkaitinami pinceto galai ir jmerkiami j etilo alkoholj.

3. ISimamas vabzdys i§ mégintuvélio, perkeliamas ant objektinio stiklelio ir palickamas 2
min. tam, kad i§garuoty etilo alkoholis.

4. Jkaitinama entomologiné adata vir$ spiritinés lemputés.

5. Sasiuvinyje pazymima toliau iSvardinta informacija apie vabzdj: identifikacinis numeris,
rinkimo data, rinkimo vieta.

6. Biologinio mikroskopo (Nikon) pagalba, naudojant entomologine adata, keleta karty
jduriama j vabzdzio pilvelio sritj. Vabzdzio pilvelis badomas siekiant uztikrinti didesnj
iSskiriamos DNR kiekj.

7. ] mégintuvélj su vabzdziu jpilama 180 pl ATL buferio (Qiagen) ir 20 pl proteinazés K
(Qiagen). Mégintuvélyje esantis turinys iSmaiSomas vorteksuojant stikuriniame maiSytuve
(Eppendorf).

8. Visi zingsniai (1 — 7) kartojami su kiekvienu vabzdziu atskirai.

9. Meégintuvéliai su vabzdziais dedami | besisukancig megintuvéliy maisykle (Stuart), kuri
Jstatyta ] termostatg (Thermo Fisher Scientific). Mégintuveliai maiSykléje paliekami per
naktj, esant 56 °C.

2.3. DNR isskyrimas i§ vabzdziy naudojant DNeasy® rinkinj (2 etapas)
Tolesniam vabzdziy i$skyrimui buvo naudojamas DNeasy® kraujo ir audiniy rinkinys
(Qiagen).
DNeasy® kraujo ir audiniy rinkinj sudaro:

1. DNeasy mini kolonélés, esan¢ios 2 ml surinkimo tiibelése;

2. Surinkimo ttbelés (2 ml);

3. AL buferis;

4. AW1 buferis;

5. AW?2 buferis;

6. AE buferis.

Vabzdziy deoksiribonkleino riigstis i§skiriama remiantis DNeasy® protokolu:
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Ipilama 200 pl AL buferio j méginj (mégintuvélj, kuriame saugomas tiriamas vabzdys),
kruopsciai iSmaiSoma vorteksuojant stikuriniame maisytuve ir inkubuojama 10 min. esant
70°C.

Ipilama 200 pl 96 % etanolio | méginj, kruopsc¢iai iSmaiSoma vorteksuojant.

2 zingsnyje paruoStas miSinys automatine pipete (Eppendorf) perpilamas j minikolonéle ir
centrifuguojamas 6000 x g 1 minutg.

Minikolonélé perkeliama i nauja tiibelg (senoji iSmetama), jpilama 500 pl AW1 buferio ir
centrifuguojama 6000 x g 1 minutg.

Minikolonélé perkeliama j naujg tiibele (senoji iSmetama), jpilama 500 pul AW2 buferio ir
centrifuguojama 3 min. maksimaliu greic¢iu (20.000 x g).

Minikolonélé perkeliama j 1,5 ml ttibele (sena surinkimo kolonélé ismetama). Automatine
pipete jpilama 50 pl AE buferio tiesiogiai ant filtro ir inkubuojama kambario
temperatdiroje 1 min.

Centrifuguojama 6000 x g 1 min.

Iskirta DNR saugoma -20°C.

2.4. 18 vabzdziy isskirtos DNR paruosimas polimerazinei grandininei reakcijai

Tyrimuose naudoti Afrikinio kiauliy maro viruso kapsidés baltymo P72 pradmenys -

P72-F ir P72-R (2 lentelé) (Luo et al., 2017).

2 lentelé. Duomenys apie tyrimuose naudotus P72 pradmenis (Luo et al., 2017).

Kapsidés baltymo P72 pradmenys

P72-F 5’-GGT TGG TAT TCC TCC CGT G-3°

Produktai 326 bp ilgio

P72-R 5’-GAT TGG CAC AAG TTC GGA C-3’

A o

Polimerazinei grandininei reakcijai naudojami reagentai:
H.O (Thermo Fisher Scientific);
Pradmuo P72-F;
Pradmuo P72-R;

DreamTag™ polimerazé (Thermo Fisher Scientific).
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Visi reagentai, kurie bus naudojami polimerazinés grandininés reakcijos metu, yra

atSildomi kambario temperatiiroje. Atitirp¢ reagentai centrifuguojami centrifugoje (IKA).

Fermentai turi biiti laikomi ledo voneléje norint iSvengti reakcijy pradzios.

Vienos polimerazinés grandininés reakcijos galutinis taris — 25 ul (3 lentelé).

3 lentelé. Darbo metu naudoti reagentai ir jy kiekiai.

Reagentai 1 méginys (ul) 10 méginiy (ul)
ddH0 8,5 85
P72-F pradmuo 1 10
P72-R pradmuo 1 10
Dream Taq polimerazé 12,5 125
Bendras 23 ul reagenty tirpalo + 2 ul DNR

Visy pirma, pilamas distiliuotas vanduo, po to, likusieji reagentai. Méginiy
paruoSimas turi vykti steriliomis saglygomis, siekiant maksimaliai sumazinti uzsikrétimo rizika,
todél darbai atlickami PGR bokse (Telstar). Paruosiama 10 mégintuvéliy amplifikacijai. Pirmi 8
mégintuveliai yra sunumeruojami eilés tvarka nuo 1 iki 8. Likusieji du - neigiamai ir teigiamai
kontroléms atlikti. Vienas pazymimas K~ (neigiama amplifikacijos kontrol¢), kitas K* (teigiama
amplifikacijos kontrol¢). | meégintuvélius, sunumeruotus 1 — 8, pilama po 23 ul pagaminto tirpalo
ir po 2 pl DNR. ] K mégintuvélj pilama 23 pl pagaminto tirpalo ir 2 ul ddH20, o j K* 23 ul
tirpalo ir 2 pl teigiamo DNR pavyzdZio.

2.5. Polimeraziné grandininé reakcija

Paruosti mégintuvéliai, su 8 tiriamaisiais méginiais ir 2 kontrolémis, yra sustatomi j
amplifikatoriy (Eppendorf), nustatoma polimerazinés grandininés reakcijos programa (4 lentelé.),
pagal (Luo et al., 2017).

4 lentelé. Tyrimy metu atliekamos polimerazinés grandininés reakcijos ypatybeés.

Temperatiira (°C) | Ciklo trukmé | Ciklo pakartojimy skaic¢ius
(min.)
95 5 -
95 0,5 40
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52 0,5

72 0,5
72 10 -
4 - -

2.6. Gelio elektroforezé

2.6.1. Agarozés gelio paruosimas

Ruosiama 100 ml agarozés gelio, kuriame agarozés milteliy koncentracija — 1,5 %,
TBE buferio — 10 %. Kolboje sumaiSoma 90 ml dH,0O, 10 ml 10X TBE elektroforezés buferio
(Thermo Fisher scientific) ir 1,5 g agarozés milteliy (Thermo Fisher Scientific). Gautas tirpalas
atsargiai sumaiSomas ir Sildomas mikrobangy krosnel¢je (Galanz) tol, kol kolboje visiSkai
iStirpsta agarozés milteliai. Tirpalg atvésinus iki kambario temperatiiros, jlasinami 3 lasai 0,07 %
etidzio bromido (Inno-train). ParuoStas skystas agarozés gelis atsargiai supilamas j vonelg,

jstatomos Sukutés, gelis palickamas stingti 30 min.

2.6.2. DNR méginiy ruoSimas

Ant parafilmo juostelés, 5 pl tiriamojo DNR méginio sumaiSomi su 1 pl MassRuler
dazais (Thermo Fisher Scientific). Si procedira atliekama su kiekvienu tiriamu méginiu ir

teigiama bei neigiama kontrolémis atskirai.

2.6.3. Elektroforezés aparato parengimas ir méginiy jleidimas

I elektroforezés kamerg (Amersham Biosciences) jdedamas sustinges agarozés gelis,
iSimamos Sukutés, ipilama 10 % koncentracijos TBE elektroforezés buferio. I pirmaji Sulinélj
automatine pipete suleidziami 6 pl FastRuler malekulinio masés zymens (markerio) (Thermo
Fisher Scientific), j likusius - paruosti deoksiribonukleino rtigsties méginiai, kontrolés. Uzdaroma
kamera, prijungiami laidai, nustatoma 15 V jtampa, 350 mA elektros srovés stipris, jjungiamas

elektroforezés energijos tiekejas (Amersham Biosciences). Elektroforezés trukmé — 20 minuciy.

2.6.4. Amplifikuoty DNR seky jvertinimas
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Seky jvertinimas atlieckamas zemiau nurodyta seka:

1. IS kameros gelis su amplifikuotomis sekomis perkeliamas | UV vaizdavimo kamerg
(UVITEC).

2. Kompiuteryje, susietame su ultravioletinés spinduliuotés vaizdavimo kamera, jjungiama
,FireReader programa, paspaudziama ,,Start Preview* funkcija.

3. Vaizdo, matomo kompiuteryje, pagalba, gelis lygiai padedamas ant stiklinio vaizdavimo
kameros pavirSiaus.

4. Uzdaromos kameros durelés, nuspaudziamas UV mygtukas, programoje paspaudziama
,,Auto Exposure® funkcija.

5. Meéginiai, kuriuose nustatomos viruso sekos, yra saugomi Saldiklyje, likusieji —

pasalinami.

2.7. Statistiné analizé

2.7.1. Filogenetinio medzio konstravimas

Siekiant statistinius metodus padaryti prieinamus filogenetiniy medZiy analizei,
naudota MEGA 7.0 programa. Si programa suteikia galimybe jvertinti evoliucinius atstumus tarp
skirtingy nukleotidy arba amino rigséiy seky. Pritaikyti artimiausiy kaimyny sujungimo
(Neighbor — Joining) ir maZiausios evoliucijos (Minimum-Evolution) metodai remiantis Ge ir
kolegy bei Gallardo ir kolegy straipsniy duomenimis (Ge et al., 2018; Gallardo et al., 2014).

Norint atlikti seky palyginimg, visy pirma, sekos yra sukeliamos i§ sekvenavimo
dokumenty. Mega programoje atidaromos DNR sekos, kurias norima palyginti. Atliekamas
daugybinis seky sulyginimas naudojant ClustalW algoritmg. Sekos turi biiti vienodo ilgio, todél
yra nukerpami seky galai. Apdorojus sekas, ieSkomas tinkamiausias modelis filogenetiniam
medziui sudaryti: spaudziama ,,MODELS", isSokusiame laukelyje pasirenkama ,,Find best
DNA/Protein models”. Atsidariusiame laukelyje matoma daug sitlomy modeliy, taciau
tinkamiausiu laikomas tas, kurio yra maziausia BIC ir didziausia InL vertés. Pasirinkus
tinkamiausig modelj, braizomas filogenetinis medis. Nustatomas reikiamas kiekis Bootstrap
(savirankos metodas) pakartojimy. Si funkcija yra statistiné, pakartotinai atliekama procediira,
kuri nurodo filogenetiniame medyje esanciy Saky patikimuma. Jei Bootstrap yra 95 % ar daugiau,
Ji laikoma patikima (Kumar et al., 2008; Nei ir Kumar, 2000).
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2.7.2. Haplotipy tinklo braizymas

Norint nubraizyti haplotipy tinkle, MEGA programoje sutvarkytos sekos yra eksportuojamos
NEXUS formatu. Tinklas braizomas PopART programa. Atidaromos sekos, parenkamamas

tinklas, Siame moksliniame tyrime pasirinktas TCS (Templeton, Crandall, Sing).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Vabzdziy, kuriuose rastas Afrikinis kiauliy maro virusas, analizé

Darbo metu buvo isskirta deoksiribonukleino ragstis i§ 370 vabzdziy. Siekiant
identifikuoti vabzdzius, kuriy organizme yra Afrikinis kiauliy maro virusas, amplifikuota DNR
taikant polimerazinés grandininés reakcijos metoda ir atlikta gelio elektroforezé fragmentams
analizuoti. 6 pav. yra pateikiama elektroforegramos nuotrauka, kuri buvo gauta atlickant vieng i§

darby laboratorijoje.

600 bp
500 bp

400 bp
300 bp

K+ (211)

6 pav. Polimerazinés grandininés reakcijos elektroforegrama. Kairigjame Sone yra jpiltas molekulinis Zymuo, kuris
yra suzymétas nuo 300 iki 600 bp. 65, 77, 90, 104, 124, 133, 135, 137, 321 numeriais paZyméti tirti méginiai. K- -
neigiama kontrolée, K+ (211) — teigiama kontrolé, kuriai buvo naudojamas 211 méginys. 133 ir 321 méginiuose
matomi teigiami Afrikinio kiauliy maro viruso seky fragmentai, kurie yra vir§ 300 baziy pory (326 bp). 77 ir 90

v —

méginys, tai reiskia, jog amplifikavosi kitas fragmentas.

Gelio elektroforezés rezultatai parodé, kad i$ visy tirty (370) méginiy, 18-oje aptiktas

Afrikinis kiauliy maro virusas. Duomenys apie teigiamus AKMV bandinius pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. Informacija apie méginius, kuriuose identifikuotas Afrikinis kiauliy maro virusas.

Meéginio identifikacinis Vabzdzio rasis Rinkimo budas, patalpoje
kodas ar lauke

P72-5 Lucilia sericata (Calliphoridae) Entomologiniu tinkleliu,
lauke

P72-6 Lucilia sericata (Calliphoridae) Entomologiniu tinkleliu,
lauke

P72-28 Staphylinidae Entomologiniu tinkleliu,
lauke
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P72-58 Musca domestica (Muscidae) Entomologiniu tinkleliu,
patalpoje

P72-62 Cynomyia (Calliphoridae) Entomologiniu tinkleliu,
patalpoje

P72-67 Lerva (gyva), Steribia nigriceps | IS uzkasto Serno lavono,

(Piophilidae) lauke

P72-94 Stomoxys calcitrans (Muscidae) Gaudykle, lauke

P72-95 Stomoxys calcitrans (Muscidae) Gaudykle, lauke

P72-103 Culicidae Gaudykle, lauke

P72-111 Stomoxys calcitrans (Muscidae) Gaudykle, lauke

P72-120 Calliphoridae - (néra duomeny)

P72-122 Musca domestica (Muscidae) Entomologiniu tinkleliu,
lauke

P72-123 Musca domestica (Muscidae) Entomologiniu tinkleliu,
lauke

P72-130 Stomoxys calcitrans (Muscidae) Gaudykle, lauke

P72-182 Musca domestica (Muscidae) Entomologiniu tinkleliu,
patalpoje

P72-184 Stomoxys calcitrans (Muscidae) Entomologiniu tinkleliu,
patalpoje

P72-194 Pseudoscorpiones Gaudykle, lauke

pP72-211 Stomoxys calcitrans (Muscidae) Gaudykle, lauke

Pagal lenteléje pateikiamus duomenis matoma, kad virusas aptiktas Siose vabzdziy Seimose: 10
individy Muscidae (6 - Stomoxys calcitrans, 4 - Musca domestica), 4 Caliphoridae individai (2 -
Lucilia sericata, 1 - Cynomyia (nenustatyta rasis), 1 (nenustatyta gentis ir rasis)), 1 Staphylinidae
(nenustatyta gentis ir rasis), 1 Culicidae (nenustatyta gentis ir rasis), 1 Piophilidae (Steribia
nigriceps). Taip pat, iStyrus Pseudoscorpiones biiriui priklausancio nariuotakojo DNR, rezultatai
patvirtino AKMV buvimg. Gaudyklés buvo statomos lauke, kiauliy maro uzkréstose teritorijose,
tuo tarpu entomologiniu tinkleliu buvo gaudoma tikiuose ir aplink juos, AKM protriikio metu.
Lerva buvo surinkta nuo uzkasto Serno lavono.
18 vabzdziy, kuriuose buvo aptiktas Afrikinis kiauliy maro virusas, rinkti skirtingose
Lietuvos vietose. Pagal gautus teigiamus méginiy rezultatus sukurtas vabzdziy rinkimo viety
Lietuvoje zemélapis (7 pav.). Saltupys, Sviliai ir AZuoly Biida — vietovés, kuriose uzfiksuoti
AKM zidiniai. Poskaiciuose, kuriuose buvo statomos gaudyklés, sugauta daugiausia AKMV
nesiotoju — 5, Azuoly Biidoje — 3, Papiléje — 3, Saltupyje — 2, Sviliuose — 2, Sirvyduose — 1,
Traky rajone - 2.
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IS NZI gaudyklémis sugauty vabzdziy daugiausia buvo istirta S. calcitrans.
ASstuoniuose i§ 94 buvo aptiktas virusas, kai tuo tarpu i§ 41 Calliphoridae seimos vabzdziy
nustatytas tik vienas teigiamas méginys. Tuo tarpu, AKM protrikiy metu, i§ fermy iSor¢je
sugauty 58 vabzdziy, 7-iuose individuose buvo rastas AKMV (Musca, Lucilia, Staphylinidae),
bet S. calcitrans neturéjo viruso DNR. I§ 42 vabzdziy, tirty fermy viduje, vienas Stomoxys
individas turé¢jo viruso DNR. Gauti rezultatai rodo, kad S. calcitrans galéty buti AKMV
vektorius, nes kaip jrodyta Olesen ir kolegy apraSytoje publikacijoje (Olesen et al., 2018),

Stomoxys calcitrans, besimaitindamas uzsikrétusio gyvino krauju, gali pernesti virusg kitam

gyviinui.

Pa_pilé
Sv_iliai
Saltupys
Sin-rydai )
Poskaiciai
Aiuoltz Bida :

7 pav. Vietovés, kuriose buvo pagauti vabzdziai su Afrikinio kiauliy maro virusu. Raudonais Zenklais pazymétos
apytikslés vietos ir jy pavadinimas.

3.2. Statistiné analizé

3.2.1. Genotipy nustatymas ir palyginimas

Atlikus daugybinj sulyginimg su geny banko sekomis MEGA (versija: MEGA-X)
programoje, sulyginus sekas, jy analizei tiko tik 217 nukleotidy (nt), nes seky i§ geny banko
regionai ne visiskai sutapo su misy tiriamomis sekomis. Siekiant klasifikuoti 18 viruso izoliaty,
kurie buvo gauti i§ vabzdziy, j 24 pries tai aprasytus pagrindinius Afrikinio kiauliy maro viruso
genotipus, buvo sudarytas filogenetinis kaimyninés jungties medis. Pasirinktas vidiniy Saky
filogenetinis testas ir 1000 pradinés jkelties pakartojimy. Kimura-2 parametry modelis pasirinktas

kaip deramiausias remiantis ,,ModelTest*. Tyrimy metu gautos sekos buvo lyginamos su kituose
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moksliniuose straipsniuose pateiktomis sekomis, kurios skiriasi geografinémis vietomis ir

rinkimo data. Detalesné informacija apie visas naudotas sekas yra pateikta 6 lenteléje.

6 lentelé. Duomenys apie 58 AKMV izoliatus, kurie buvo panaudoti kuriant filogenetinj med;.

Viruso Kilmés salis Méginiy Saltinis (nuoroda) Genbank
pavadinimas rinkimo prieigos
metai numeris
P72F 5 Lucilia Lietuva 2018 Sis tyrimas -
P72F 6 Lucilia Lietuva 2018 Sis tyrimas -
P72F 28 Lietuva 2018 Sis tyrimas -
Staphylinidae
P72F 58 Musca Lietuva 2018 Sis tyrimas -
P72F 62 Cynonia Lietuva 2018 Sis tyrimas -
P72F 67 Lietuva - Sis tyrimas -
Piophilidae
P72F 94 Stomoxys | Lietuva 2018 Sis tyrimas -
P72F 95 Stomoxys | Lietuva 2018 Sis tyrimas -
P72F 103 Lietuva 2018 Sis tyrimas -
Culicidae
P72F 111 Stomoxys | Lietuva 2018 Sis tyrimas -
P72F 120 Lietuva 2018 Sis tyrimas -
Calliphoridae
P72F 122 Lietuva 2018 Sis tyrimas -
Muscidae
P72F 123 Lietuva 2018 Sis tyrimas -
Muscidae
P72F 130 Stomoxys | Lietuva 2018 Sis tyrimas -
P72F 182 Lucilia | Lietuva 2019 Sis tyrimas -
P72F 184 Stomoxys | Lietuva 2019 Sis tyrimas -
P72F 194 Lietuva 2019 Sis tyrimas -
Pseudoscorpiones
P72F 211 Stomoxys | Lietuva 2019 Sis tyrimas -
MAD/1/98 Madagaskaras 1998 Bastos et al., 2003 AF270706.1
Oren08 Rusija 2008 Gallardo et al., 2014 | JX857512.1
NOO08/Av Rusija 2008 Gallardo et al., 2014 | JX857513.1
CN201801 Kinija 2018 Geetal., 2018 MH722357.1
SPEC/245 Piety Afrika 1992 Quembo et al., 2017 | DQ250117.1
RSA/1/98 Piety Afrika 1998 Bastos et al., 2003 AF302818.1
MOZ/94/8 Mozambikas 1994 Boshoff et al., 2007 | AF270712.1
SPEC 265 Mozambikas 1994 Bastos et al., 2003 AF270710.1
Mozambique/1960 | Mozambikas 1960 Quembo et al., 2017 | AF270708.1
Tengani/60 Malavis 1960 Bastos et al., 2003 AF301541.1
NAM/1/95 Namibija 1995 Boshoff et al., 2007 | DQ250122.1
DRC/86/10/1 Kongo 2010 Mulumba-Mfumu et | KX121587.1
Demokratiné al., 2017
Respublika
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DRC/74/09/6 Kongo 2009 Mulumba-Mfumu et | KX121581.1
Demokratiné al., 2017
Respublika
BEL/85 Belgija 1985 Bastos et al., 2003 AF449466.1
BEN/1/97 Beninas 1997 Bastos et al., 2003 AF302816.1
1C/2/96 Dramblio Kaulo 1996 Bastos et al., 2003 AF302815.1
Krantas
NUR/90/1 Sardinija 1990 Bastos et al., 2003 AF302813.1
Brazil/79 Brazilija 1979 Bastos et al., 2003 AF302809.1
Malta/78 Malta 1978 Bastos et al., 2003 AF301543.1
RSA 2003.3 Piety Afrika 2003 Quembo et al., 2017 | JX403655.1
SPEC/125 Piety Afrika 1987 Boshoff et al., 2007 | DQ250112.1
Lillie Piety Afrika 1973 Boshoff et al., 2007 | DQ250109.1
RSA/1/96 Piety Afrika 1996 Quembo et al., 2017 | DQ250125.1
RSA/1/99/W Piety Afrika 1999 Boshoff et al., 2007 | AF449477.1
MOZ 16/2006 Mozambikas 2006 Quembo et al., 2017 | KY353995.1
MOZ 10/2006 Mozambikas 2006 Quembo et al., 2017 | KY353989.1
TAN/2003/2 Tanzanija 2003 Misinzo et al., 2014 | AY494550.1
TAN/2003/1 Tanzanija 2003 Misinzo et al., 2014 | AY494551.1
NYA/12 Zambija 1986 Boshoff et al., 2007 | AY351555.1
NDA/1/90 Malavis 1990 Bastos et al., 2003 AF449473.1
RHO/61/1 Zimbabvé 1961 Bastos et al., 2003 AF449460.1
TAN/1/01 Tanzanija 2001 Misinzo et al., 2014 | AY494552.1
MFUE 6/1 Zambija 1982 Lubisi et al., 2005 AY351561.1
SUM/1411 Zambija 1983 Boshoff et al., 2007 | AY351542.1
KAB/62 Zambija 1983 Boshoff et al., 2007 | AY351522.1
BUR/1/84 Burundzio 1984 Bastos et al., 2003 AF449463.1
Respublika
TAN/Kwh12 Tanzanija 1968 Misinzo et al., 2014 | AF301546.1
ETH/3 Etiopija 2011 Quembo et al., 2017 | KT795360.1
UGA2003/1 Uganda 2003 Mwiine et al., 2019 | AY351564.1
UGA/1/95 Uganda 1995 Mwiine et al., 2019 | AF449475.1

Filogenetinis medis (8 pav.) parodo, kad siame darbe gautos virusy sekos sudaro
vieng grupe ir visiskai (100 %) sutampa su méginiais (NO08, MAD/1/98, CN201801, Oren08),
kurie priklauso IT Afrikinio kiauliy maro viruso genotipui. Sis nukleotidy i§sidéstymo sutapimas
patvirtina, kad visi Lietuvoje surinkti vabzdziai yra viruso, kuris priklauso II genotipui,
nesiotojai. Palyginus Lietuvoje esancio viruso nukleotidy pasiskirstyma, pastebéta, kad 15
tiriamy seky yra identiSkos, taciau 3 (P72F 111 Stomoxys; P72F 94 Stomoxys, P72F 194
Pseudoscorpiones) skiriasi vienu nukleotidu. 15 méginiy Simtas SeSiasdeSimt devintoje pozicijoje
yra guaninas, tuo tarpu kitose trijuose — adeninas. lzoliaty, priklausan¢iy tam pa¢iam genotipui ir
besiskirian¢iy dideliu mety skirtumu identiSkumas pagrindzia Mologolovkin ir kolegy (2012)

issakyta mintj, kad II genotipas mazai keiciasi laikui kintant. Manoma, kad Afrikinio kiauliy
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maro virusas Lietuvoje ir ryty Azijoje esancioje valstybéje Kinijoje, kurioje pirmas Afrikinio
kiauliy maro atvejis uzfiksuotas 2018 m. (Kim et al., 2019), yra kile i$ to paties Saltinio, kadangi

nukleotidy iSsidéstymas sekose — identiskas.
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8 pav. Kaimyninés jungties medis, simbolizuojantis Afrikinio kiauliy maro viruso 24 genotipy pasiskirstyma.
Kiekviena spalva nurodo skirtinga genotipa, kurie atitinkamai suzyméti roméniskais skaitmenimis. Sio tyrimo sekos
tokia tvarka: P72F, méginio identifikacinis kodas, vabzdzio rasis, apskritimo simbolis (¢). Kiekviena seka, kuri buvo
panaudota i§ kity Saltiniy jvardijama tokia tvarka: GenBank prieigos numeris, viruso pavadinimas. Mastelis (0.010)

atitinka pakeisty aminortig§¢iy skaiciy, tenkantj vienai vietai.
Norint palyginti Afrikinio kiauliy maro viruso rySius tarp atskiry genotipy

populiacijos lygmenyje, buvo sudarytas haplotipy tinklas (9 pav.). Haplotipy tinkle esanc¢iy seky
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ilgis — 217 bp. Tinklg sudaro 22 genetinés grupés. Tame paciame apskritime esantys organizmai
turi vienodg nukleotidy seka. Kiekvieng apskritimg sudaro nuo 1 iki 28 viruso seky. Skirtingiems

genotipams priklausancios sekos NUO Miisy tiriamy,

Il (2)

9 pav. Haplotipy tinklas, vaizduojantis Afrikinio kiauliy maro viruso genetinj paplitima. Apskritimai nurodo
genetiniy grupiy pasiskirstymg. Apskritimo dydis priklauso nuo virusy kiekio, priskiriamo figtrai. Briik$niy kiekis
nurodo mutacijy skai¢iy haplotipuose. Raudona spalva nurodytos genotipy grupés, kurioms yra priskiriami virusai,
issidéste kiekviename apskritime. Zalia spalva nurodytas mutacijy skaiGius lyginant su IT (1) ir I (2) sekomis.

kurios priklauso 11 (1) ir I1 (2) apskritimams, skiriasi nuo 0 iki 15 mutacijy. Detalesné informacija
apie virusy pasiskirstyma kiekviename haplotipe ir mutacijy skai¢iy yra pateikta 1 priede.
[Sanalizavus gautus duomenis, nustatyta, kad miisy tiriamos sekos tarpusavyje skiriasi
viena mutacija (Il (1) ir 11(2)), todél jos atsiskyré j du atskirus apskritimus. Visos sekos yra
lyginamos su Il (1) — Il (2) apskritimais, kuriuose pasiskirsté miisy tiriamos sekos. Sekos,
priklausancios II Afrikinio kiauliy maro viruso genotipui, yra artimiausios 1, VII, XX, XVIII ir
XXII genotipams, kadangi skirtumas tarp organizmy — 2 nukleotidai lyginant su Il (1), 3
nukleotidai lyginant su Il (2). 3 - 4 nukleotidy skirtumas pastebétas lyginant su IV ir XIX

genotipais, 4 — 5 mutacijos aptiktos vienodinant su I, V, VI, XXIV grupémis. 5 — 6 nukleotidy
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skirtumas uzfiksuotas tarp miisy analizuojamy seky ir XVI, XVII, XXI, XXIV genotipams
priskiriamy seky. 6 — 7 mutacijas turi sekos 18 XI ir XIII grupiy, 8 - 9 is VIII, XII, XIV ir XV
genotipy, 12 - 13 is IX genotipo, 13 - 14 is XXIIl. Didziausias skirtumas — 14 — 15 nukleotidy,
nustatytas tarp II ir X genotipy. Jdomu tai, kad tam tikruose apskritimuose pasiskirsté virusai i$
skirtingy genotipy, tai reiskia identiskas nukleotidy sekas.

[$analizavus genotipy pasiskirstyma Afrikos zemyne (4 pav.), ir palyginus su
haplotipy tinkle pasiskirsciusiomis sekomis, pastebéta, kad I genotipas, kuris yra labiausiai
nutoles nuo II (I genotipas — vakarinéje bei centringje, II genotipas — rytingje Zemyno dalyse),
skiriasi tik 4 — 5 nukleotidais. XIV ir II genotipai geografine prasme i$sidést¢ vienas Salia kito
(XIV — Mozambike, Il — Tanzanijoje), skiriasi 8 — 9 nukleotidais sekose. Genotipai X ir Il
aptinkami toje pacioje valstybéje — Tanzanijoje, skiriasi net 14 — 15 mutacijomis. Minéti
nukleotidy skirtumai sekose gali buti sukeliami skirtingy viruso plitimo biidy. Arias ir kolegy
apraSytame straipsnyje (Arias et al., 2017) teigiama, kad vakarinéje bei centringje Afrikos dalyse
I genotipo izoliatai néra perduodami per mechaninius vektorius (erkes) Sernams, todél yra mazai
genetiskai variabiliis. Siose dalyse virusas platinamas dviem biidais: nuo mechaniniy vektoriy
kiauléms bei tarp naminiy gyvuliy. Rytin¢je Afrikoje, kurioje yra fiksuojamas erkiy — Serny
tiesioginis kontaktas, yra matomas didelis Afrikinio kiauliy maro viruso skirtumas genotipuose
bei genotipy variabilumas. Pastebéjimai dél didelio nukleotidy poky¢io sekose, kur vyrauja
nevarzomas Serny jud¢jimas, manoma, gali biiti sukeliamas kontakto tarp mechaniniy vektoriy ir
laukiniy gyviiny.

Sukdirus filogenetinj kaimyninés jungties medj, buvo nustatyta, kad miisy mokslinio
darbo metu nusekvenuotos sekos priklauso Il genotipui. Palyginus skirtingy mety II genotipo
sekas, patvirtinta, kad pastarasis genotipas yra konservatyvus. Haplotipy tinklas parodé, kad 1l
genotipas labiausiai panasus j I, VII, XX, XVIII genotipus ir yra labiausiai nutolgs nuo X
genotipo, kadangi nustatytas didziausias skirtumas (14 — 15 nukleotidy) lyginant su visomis

grupémis.

3.2.2. Tiriamy seky palyginimas su Ryty, Centrine Europa ir Kaukazo regionu

Siekiant palyginti Ryty, Centrinés Europos ir Kaukazo regiono sekas su misy
gautomis mokslinio darbo metu, sudarytas filogenetinis minimalios evoliucijos medis naudojant
MEGA programg (versija: MEGA-X). Sulyginty seky ilgis — 220 nukleotidy (nt). Pasirinkta 1000
savirankos metodo pakartojimy. Mega programa atlikus tinkamiausio modelio analize,
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pasirinktas Jukes-Cantor. Miisy tiriamos sekos buvo lyginamos su moksliniuose straipsniuose
pateiktomis sekomis i§ jvairiy Ryty, Europos ir Kaukazo valstybiy. Detalesné informacija sekas

i§ geny banko duomeny bazés yra pateikta 7 lenteléje.

7 lentelé. Duomenys apie sekas, kurios buvo pasirinktos palyginti Ryty, Centringje Europoje ir Kaukazo regione

esantj II genotipa.

Viruso Kilmés salis Méginiy Saltinis (nuoroda) Genbank
pavadinimas rinkimo metai prieigos nr.
Lt14/DP-Ignalia Lietuva 2014 Gallardo et al. KM374563.1

(nepublikuota)

Pol14/Krus Lenkija 2014 Gallardo et al., 2014 KJ627218.1
LT14/1490 Lietuva 2014 Gallardo et al., 2014 KJ627215.1
Bel13/Grodno Baltarusija 2013 Gallardo et al., 2014 KJ627214.1
Ukrl2/Zapo Ukraina 2012 Gallardo et al., 2014 JX857521.1
Az08D Azerbaidzanas 2008 Gallardo et al., 2014 JX857515.1
Che0Q7 Rusija 2007 Gallardo et al., 2014 JX857510.1
AbkQ7 Gruzija 2007 Gallardo et al., 2014 JX857509.1
Arm07 Arménija 2007 Gallardo et al., 2014 JX857508.1

Siam tyrimui naudotos sekos buvo palygintos su valstybémis, kurios priskiriamos
Ryty Europai: Baltarusija, Ukraina, Rusija, Centrinei Europai: Lietuva, Lenkija ir Kaukazui:
Azerbaidzanas, Gruzija, Arménija. Filogenetiniame medyje (10 pav.) virusy izoliatai pasiskirsté j
dvi grupes. Visos II genotipui priklausancios sekos pasiskirsté vienoje grupéje, kaip ir buvo
tikétasi. 2 izoliatai (P72F 194 Pseudoscorpiones; P72F 94 Stomoxys) grupés viduje sudaré atskirg
Sakg. Toks atsiskyrimas jvyko dél vieno nukleotido skirtumo lyginant su kitomis sekomis.
Mokslinio darbo metu 1§ vabzdziy i8skirto viruso sekos visiSkai sutapo su kaimynémis Salimis
(Lenkija ir Baltarusija). Ryty Europos ir Kaukazo valstybémis. Seky sutapima tarp Lietuvos,
Lenkijos ir Baltarusijos valstybiy 2014 metais patvirtino Gallardo su kolegomis (Gallardo et al.,
2014). Palyginus minéto straipsnio duomenis su miisy gautais, pastebétas nesutapimas, kadangi
publikacijoje teigiama, jog Lietuvoje iSskirty virusy sekos skiriasi nuo Rusijos ir Gruzijos
valstybiy, tuo tarpu miisy gauti duomenys rodo 100 % sutapima. Rezultaty skirtumas jvyko todél,
kad Gallardo su kolegomis panaudojo kitus pradmenis (ECO1A ir ECO1B), kuriy taikiniai
sekose skyrési nuo misy darbo metu naudojamy pradmeny taikiniy. Siuo atveju miisy gauti

duomenys néra visiskai tiksliis, kadangi jie nurodo, kad II genotipui priklausancios sekos 1§
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aP72F 194 Pseudoscorpiones

aP72F 94 Stomoxys

aP72F 111 - Stomoxys

aPT2F 67 Piophilidae

aP72F 62 Cynonia

a P72F 6 Lucilia

aP72F 58 Musca
aP72F & Lucilia

a P72F 28 Staphylinidae

4 PT2F 211 Stomoxys

aP72F 184 Stomoxys

aP72F 182 Lucilia

a P72F 130 Stomoxys
& P72F 123 Muscidae

a P72F 122 Muscidae

a P72F 120 Calliphoridae

& P72F 103 Culicidae

KM374563.1 Lt14/DP-Ignalia—-1 Lietuva
KJ627218.1 Pol14/Krus Lenkija

KJB27215.1 LT14/1490 Lietuva

KJE27214.1 Bel13/Grodno Baltarusija
JXBE57521.1 Ukr12/Zapo Ukraina

JXB857515.1 Az08D Azerbaidzanas

JX857510.1 Chel7 Rusija
JX857509.1 AbkO7 Gruzija

JXBET508.1 ArmO7 Armenija

& PT72F 95 Stomoxys

X genotipas

10 pav. Minimalios evoliucijos medis, vaizduojantis 27 Ryty, Centrinés Europos ir Kaukazo regiono Afrikinio
kiauliy maro viruso seky pasiskirstyma. Visos Siam moksliniam tyrimui nusekvenuotos sekos jvardijamos tokia
tvarka: Raudonas apskritimo simbolis, P72F, méginio identifikacinis kodas, vabzdzio rasis. Kiekvienas izoliatas, kuri
buvo panaudotas i$ kity Saltiniy jvardijamas tokia tvarka: GenBank prieigos numeris, viruso pavadinimas, kilmés
Salis. X genotipu jvardijama seka (Genbank prieigos nr: AF449463.1) kuri buvo panaudota atskirti skirtingus
genotipus. Detalesné informacija apie X genotipu pazyméta seka yra pateikiama 6 lenteléje.

Lietuvos, Rusijos bei Gruzijos dél 100 % sutapimo turéty biti kilusios i§ bendro

Saltinio, tadiau remiantis Gallardo ir kolegy publikacijos duomenimis (Gallardo et al., 2014),
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Afrikinis kiauliy maro virusas Lietuvos valstybéje yra kiles 1§ Baltarusijos. Sudarytas minimalios
evoliucijos medis parodé visiska panasumg tarp 25 II genotipo seky. Seky identiSkumas tarp
Lietuvos ir Gruzijos valstybiy sukelia netikslumy dél skirtigy rezultaty lyginant su Gallardo ir
kolegy straipsnyje pateiktais duomenimis (Gallardo et al., 2014). Norint geriau suprasti 1l
genotipo kilme Lietuvoje, reikia atlikti seky analizg¢ su kitais pradmenimis arba ilgesniais seky

fragmentais.

3.2.3. Numatyti eksperimentali

Tolimesniuose tyrimuose buvo numatyta iStirti E183L gena, kuris koduoja p54
baltymg remiantis Gallardo ir kolegy pateiktais duomenimis (Gallardo et al., 2009). Buvo
tikimasi nustatyti EI83L geno vaidmenj Afrikinio kiauliy maro viruso plitime. Panaudojus
PPA89 ir PPA722 pradmenis atlikti polimerazing grandining reakcija. Gauty seky ilgis — apie 683
bp. Atlikus geny sekoskaitg, turéjo biiti jvertintos gautos sekos ir palygintos su viso pasaulio Saliy
duomenimis. Taip pat, buvo norima palyginti p54 ir p72 baltymus, gautus i§ ty paciy izoliaty,
tarpusavyje. Duomenys tur¢jo biiti pateikti atliekant filogeneting analize, braizant kaimyninés
jungties ir minimalios evoliucijos medziuose. Buvo tikimasi paneigti arba pagrjsti mintj, kad
gauty izoliaty p54 ir p72 geny sekos yra identiskos ir jos sutampa su sekomis virusy, kurie sukélé

Afrikinj kiauliy marg 2003 metais Ugandoje.
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ISVADOS

1. Sugavus 370 vabzdziy AKM protrukiy metu ir Afrikiniu kiauliy maro virusu uzkréstose
teritorijose, buvo efektyviai pritaikytas metodas, kuris pirmg karta panaudotas isskirti ir
identifikuoti virusing DNR vabzdZiuose.

2. Identifikavus AKM virusg PGR metodu ir jvertinus viruso paplitimg skirtingose vabzdziy
rasyse buvo nustatyta, kad S. calcitrans gali veikti kaip mechaninis vektorius Afrikio
kiauliy maro viruso perdavime.

3. Nusekvenavus Afrikinio kiauliy maro viruso vp72 geno dalines DNR sekas ir palyginus
su kitose Salyse paplitusiais AKMYV genotipais nustatyta, kad:

e Tiriamos sekos priklauso II genotipui, kuris yra paplites Europoje, be to genotipas
nukleotidy seky i$sidéstymu sekoje artimiausias 1, VII, XX, XVIII, XXII grupei

ir labiausiai skiriasi nuo X genotipo.
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Magistro baigiamasis darbas

Galimas vabzdziy vaidmuo Afrikinio kiauliy maro viruso pernesime

SANTRAUKA

Afrikinis kiauliy maras — infekciné naminiy kiauliy ir laukiniy Serny virusiné liga.
Siuo metu néra vakcinos nuo AKM gydymo, o biidai ligai kontroliuoti priklauso nuo ankstyvo
viruso aptikimo, laiku laboratorijoje nustatytos diagnozés ir griezty sanitariniy priemoniy
jgyvendinimo. Naujy galimy mechaniniy vektoriy atradimas ir nustatymas ypatingai svarbus,
kadangi tai padés geriau suprasti viruso perdavimo biidus, kontroliuoti ligos plitimg ir, tikétina,
paskatins sukurti vakcinas nuo Afrikinio kiauliy maro viruso. Mokslinio tyrimo metu mes
jvertinome vabzdziy vaidmen] AKMV perneSime. Mes pritaikéme veiksmingg metoda iSskirti ir
identifikuoti virusing DNR vabzdziuose. Palyginome viruso paplitimg skirtingose vabzdziy
rasyse, Ir nustatéme, kad Stomoxys calcitrans gali buti vienas i§ mechaniniy vektoriy perduodant
AKMYV. Lyginant nukleotidy iSsidéstyma sekose, mes nustatéme, kad misy virusinés Sekos
priskiriamos II genotipui ir maZiausiai skiriasi nuo III, VII, XX, XVIII, XXII genotipy, tac¢iau turi

daugiausiai skirtumy lyginant su X genotipu.
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The Possible Role of the Insects in African Swine Fever Virus Transmission

SUMMARY

African swine fever is an infectious viral disease of domestic pigs and wild boars.
Currently, there is no ASFV vaccine, and methods to control the disease depend on early
detection of the virus, rapid laboratory diagnosis and strict sanitary measures. The discovery and
identification of new potential mechanical vectors is particularly important as it will allow to
understand virus transmission pathways better, to control spread of the disease and it is likely to
lead to the development of vaccines against African swine fever virus. In this study we evaluated
the role of insects in ASFV transmission. We applied an efficient method to isolate and to
identify viral DNA in insects. Comparison of the virus prevalence in different insect species
demonstrated, that Stomoxys calcitrans may be one of the mechanical vectors which transmit
ASFV. We ascertained that our viral sequences belong to Il genotype and differ the least from the
I, VI, XX, XVIII, XXII genotypes, but have the most differences compared to the X genotype,

comparing the arrangement of nucleotides in sequences.
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1 priedas

1 lentelée. Duomenys apie haplotipo tinklui sudaryti panaudotus virusus. -,.-

haplotipo pavadinimas.

Priedai

zenklu pazymeétas pasikartojantis

Pavadinimas tinkle | Sekos pavadinimas Genotipas | Kilmés salis
(1) P72F_120_Calliphoridae I Lietuva
P72F_6_Lucilia I Lietuva
P72F_5 Lucilia I Lietuva
P72F_28 Staphylinidae I Lietuva
P72F_67_Piophilidae I Lietuva
- MH722357.1_CNZ201801 I Kinija

- JX857513.1_NOO8/Av I Rusija
JX857512.1 Oren08 1 Rusija
AF270706.1_MAD/1/98 1 Madagaskaras
P72F 58 Musca I Lietuva
P72F_62_Cynonia I Lietuva
P72F 95 Stomoxys I Lietuva
P72F_211 Stomoxys I Lietuva
P72F 123 Muscidae 1 Lietuva
P72F 130_Stomoxys I Lietuva
P72F_103_Culicidae I Lietuva
P72F 184 Stomoxys I Lietuva
P72F 182 Lucilia I Lietuva
P72F 122 Muscidae I Lietuva
KJ627218.1 Poll4/Krus I Lenkija

“ KJ627216.1 L. T14/1482 I Lietuva

== KJ627215.1_LT14/1490 I Lietuva
KJ627214.1 Bel13/Grodno I Baltarusija
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JX857521.1 Ukrl2/Zapo I Ukraina

- JX857515.1_Az08D I Azerbaidzanas

== JX857510.1_Che07 I Rusija

" JX857509.1_AbkO07 I Gruzija

" JX857508.1_ArmO07 I Arménija

I (2) P72F 111 - Stomoxys I Lietuva

P72F_94 Stomoxys I Lietuva

P72F_194 Pseudoscorpiones | Il Lietuva

1, XX JX403655.1_RSA_2003.3 Il Piety Afrika

DQ250109.1_Lillie XX Piety Afrika

XXI1, VII DQ250117.1_SPEC/245 XX Piety Afrika

- AF302818.1_RSA/1/98 Vil Piety Afrika

XVII DQ250122.1_NAM/1/95 XVIII Namibija

v AF449477.1 RSA/1/99/W v Piety Afrika

XIX DQ250112.1_SPEC/125 XIX Piety Afrika

I KX121587.1_DRC/86/10/1 I Kongo Demokratiné
Respublika

- KX121581.1 DRC/74/09/6 I Kongo Demokratiné
Respublika

AF449466.1_BEL/85 | Belgija

AF302816.1 BEN/1/97 I Beninas

AF302815.1 1C/2/96 I Dramblio Kaulo
Krantas

AF302813.1 NUR/90/1 I Sardinija

AF302809.1 Brazil/79 I Brazilija

- AF301543.1_Malta/78 I Malta

\ AF270708.1_Mozambique/19 | V Mozambikas

60

AF301541.1 Tengani/60 Vv Malavis

Vi AF270712.1_MOZ/94/8 Vi Mozambikas

" AF270710.1_SPEC265 Vi Mozambikas
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XXIV KY353995.1 MOZ_16/2006 | XXIV Mozambikas
XVI, XVII AY494551.1 TAN/2003/2 XVI Tanzanija
== AY494550.1_TAN/2003/1 XVII Tanzanija
XXI DQ250125.1_RSA/1/96 XXI Piety Afrika
XXIV KY353989.1 MOZ_10/2006 | XXIV Mozambikas
X1, Xl AY351542.1_SUM/1411 X1 Zambija
AY351522.1 KAB/62 XI Zambija
VI AF449473.1_NDA/1/90 VI Malavis

5 AF449460.1_RHO/61/1 VIl Zimbabvé
Xl AY351561.1 MFUEG6/1 Xl Zambija
X1V AY351555.1 NYA/12 XV Zambija

XV AY494552.1 TAN/1/01 XV Tanzanija
IX AY351564.1_UGA2003/1 IX Uganda
AF449475.1 UGA/1/95 IX Uganda
XX KT795360.1_ETH/3 XXI Etiopija

XX AF449463.1 BUR/1/84 X Burundzio Respublika
- AF301546.1 TAN/Kwh12 X Tanzanija
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