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Santrumpos

GHV-1 — galvijy | tipo herpes virusas.

GIRT - galvijy infekcinis rinotracheitas.

IPB — infekcinis pustulinis balanopostitas.

IPV — infekcinis pustulinis vulvovaginitas.

g — glikoproteinas.

Ig — imunoglobulinas.

IFA (angl. ELISA) — imunofermentiné analizé.

NMVRVI — Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo institutas.
GP3 — galvijy paragripas 3.

DIVA — infekuoty gyviiny atskyrimas nuo vakcinuoty (angl. Differentiating Infected from
Vaccinated Animals).

SNT — serumo neutralizacijos testas.

OIE — Pasaulio gyviiny sveikatos organizacija.
IFN — interferonas.

NK — natiiralts kileriai.

OT - optinis tankis.



IVADAS

Galvijy | tipo herpes virusas (GHV-1), infekcinio galvijy rinotracheito sukéléjas, yra
gerai iStirtas patogenas. Liga labai i$plitusi JAV, Kanadoje, Piety Afrikoje, Naujojoje
Zelandijoje, daugelyje Europos $aliy [1]. Sia liga galvijai serga ir Lietuvoje. Uzsikrétus
gyvunui, priklausomai nuo konkre¢iy infekcijos salygy, gali atsirasti jvairiy simptomy,
jskaitant kvépavimo ir nervy sistemos pazeidimus. Be to, GHV-1 karvéms, tely¢ioms gali
sukelti infekcinio pustulinio vulvovaginito (IPV) infekcijas, o jau¢iams — pustulinio
balanopostito (IPB) infekcijas, taip pat lemti padidéjusj aborty skaiciy [2]. GHV-1 gali biti
perduodamas jvairiais biidais, jskaitant per nosies iSskyras (virusas i$siskiria jau pirmomis
dienomis pasirodzius klinikiniams pozymiams), Sperma (virusas gali iSsiskirti su sperma iki 6
meénesiy) ir aecrozolinj perdavimg [3-5]. Tikimybé uzsikrésti GHV-1 yra padidéjusi aplinkoje,
kurioje gausu pasary. Mechaniskai virusg gali pernesti jam nejautriis gyvinai — paukséiai,
vabzdziai. Inkubacinis laikotarpis — 2-12 d. (kartais iki 40 d.). Infekcijos Saltinis — ne tik
sergantys gyviunai, bet ir 2-4 savaic¢iy rekonvalescentai. GHV-1 gali sukelti probleming
situacija dél geb&jimo pereiti | latencijos fazg savo Seimininko kiine — tai reiskia, kad tariamai
sveikas gyvinas gali sirgti ir platinti virusa [1].

Nors GHV-1 infekcija paprastai néra mirtina (mirtingumas nuo jos siekia 15-18
proc.), visus sergancius gyvinus rekomenduojama skersti. Jei infekcija nesuvaldoma, ji gali
paplisti visoje bandoje ir sukelti dideliy ekonominiy nuostoliy, patiriamy dél kritimy, aborty,
18sivysciusio karviy bergzdumo, blogo prieauglio vystymosi, sumazéjusios kiino masés,
blogos pieno gamybos (pieningumas krinta 50-60 proc.) ir gydymo islaidy. GHV-1 infekcija
taip pat yra vienas 1§ daugelio veiksniy, galin¢iy sukelti galvijy kvépavimo taky ligas.

Nustatyta, kad ekonomiskai palankiausias bidas naikinti GHV-1 yra taikyti
skiepijimo programg ir taip sustabdyti GHV-1 plitima [6-8]. Lietuvos galvijy Gkiuose
naudojamos zymétos vakcinos nuo GHV-1, t. y. modifikuotos gyvo susilpninto viruso su gE
delecija vakcinos. Sios vakcinos taip pat leidzia atskirti vakcinuotus galvijus nuo uZsikrétusiy
lauko virusu. Imunitetas susidaro praéjus 14-21 dienai nuo pradinés vakcinacijos programos
ir iSlieka 6 ménesius (kaip ir persirgusiems), véliau rekomenduojama kas 6 meénesius skirti
palaikomajg doze.

Galvijy rinotracheito atveju kovos su liga programa daugiausia susideda i$
serologinio galvijy tyrimo ir uzsikrétusiy galvijy salinimo (srityse, kur liga paplitusi nezymiai
ar vidutiniskai) [9]. Todé¢l labai svarbu pasirinkti tinkamus tyrimo metodus bei priemones,

taip pat stebéti ir analizuoti viruso paplitimo ypatybes.



Darbo tikslas:

Istirti ir iSanalizuoti galvijy infekcinio rinotracheito antikiinus kraujo/serumo
éminiuose naudojant dviejy skirtingy gamintojy imunofermentinés analizés rinkinius.
UZdaviniai:

1. Atlikti ir jvertinti specifinius galvijy | tipo herpes viruso padermés antikanus
vakcinuoty ir nevakcinuoty galvijy kraujo éminiuose naudojant imunofermentinés analizés

metoda.

2. Atlikti galvijy specifiniy | tipo herpes viruso serologiniy duomeny analiz¢ pagal jy

lytj, amziy, veisle, regiong, mety laikus.

3. Palyginti dviejy skirtingy gamintojy X ir Y komercinius imunofermentinés analizés

rinkinius.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Galvijy I tipo herpes virusas

GHV-1 priklauso Alphaherpesviridae poseimio Varicella genciai (1.1 lentelé) ir yra
giminingas pseudopasiutligés virusui, arkliy | tipo herpes virusui ir zmogaus |11 tipo herpes
virusui (varicella-zoster virusui). GHV-1 turi tipiska Alphaherpesviridae struktiirg ir D tipo
genoma, Kuris apibudintas skyriuose 1.1.2 ir 1.1.3. Jo pagrindiniai Seimininkai (uzkréstieji)
yra galvijai, ta¢iau manoma, kad jis gali sukelti infekcijg ir kitoms rasims [10, 11]. Aviy ir
ozky simptomai yra lengvi, biidingas aukStas GHV-1 iSsiskyrimo lygis per kelias dienas
pirminés infekcijos metu ir serologinis atsakas. Latentiné fazé pasireiské po eksperimentinés
infekcijos [10]. Per eksperimenta nustatyta, kad GHV-1 gali paveikti tauriuosius elnius ir
Siaurés elnius, taciau iSskirto viruso titrai buvo labai mazi, todél nuspresta, kad mazai tikétina,
jog galéty sukelti tolesnj viruso plitima [10, 11]. Néra jokiy praneSimy apie tai, kad GHV-1
galéty sukelti infekcija zmogui. Kol kas néra tvirty jrodymy, kad zmogaus lastelés gali
palaikyti GHV-1 replikacijg. Tyrimai in vitro lasteliy kultiroje rodo, kad GHV-1 gali silpnai
prisijungti prie zmogaus HveC (nektino-1) arba Zzmogaus polioviruso receptoriaus, nors viruso
replikacija néra pastebima [12, 13]. Naujausias tyrimas parodé, kad GHV-1 galima uzkrésti
Zzmogaus neuroblastomos Igsteliy linijg SH-SY5Y [14]. Taip pat atliekami tyrimai nustatyti

GHV-1 poveikj zmogaus vézinéms lgsteléms [15].

1.1 lentele. GHV-1 klasifikacija [16].

Galvijy I tipo herpes virusas

Pagal Baltimorés klasifikacija I grupé: dvigrandis DNR virusas
AukStesnés skirstymo kategorijos

Eile Herpesvirales

Seima Herpesviridae

Poseimis Alphaherpesviridae

Gentis Varicellovirus

Remiantis restrikcijos endonukleazés analizés rezultatais, GHV-1 izoliatus galima
suskirstyti j 3 potipius. GHV-1 tipo 1 izoliatai (GHV-1.1) dazniausiai yra susij¢ su kvépavimo
taky ligomis, todél dar kartais vadinami GIRT (galvijy infekcinio rinotracheito) virusu, taip
pat gali sukelti abortg ir sistemine infekcijg. Antroji virusy grupé vadinama GHV-1.2 — §ia
grupe¢ galima suskirstyti § GHV-1.2a ir GHV-1.2b. GHV-1.2a paprastai yra susijusi su
venerine infekcija ir karvéms sukelia infekcinio pustulinio vulvovaginito (IPV) infekcijas, o

jauciams — infekcinio pustulinio balanopostito (IPB) infekcijas, taip pat yra isskirtas i§ aborty



atvejy. GHV-1.2b taip pat yra siejamas su genitalinémis ligomis, bet néra rastas aborto
atvejais. Sie subtipy skirtumai néra absoliutiis [5, 17—19]. DidZioji dalis protriikiy siejama su
GHV-1.1, sukelian¢iu kvépavimo taky ligas [20]. Nors potipiai paprastai siejami su
skirtingais infekcijos keliais, visi 3 potipiai gali sukelti ir kvépavimo taky, ir lytiniy organy
infekcijas [21]. Istoriskai galvijy V tipo herpes virusas (GHV-5) buvo i$ pradziy iSskirtas kaip
potipis GHV-1.3 su neuropatogeninémis ypatybémis, tik véliau buvo perklasifikuotas kaip
GHV-5 [11].

1.1.1. Istorinis kelias

Pirmasis pranesimas apie liga, kuri, kaip manoma, buvo susijusi su galvijy | tipo
herpes virusu (GHV-1), pasirodé Vokietijoje XIX amziuje. Jame virusas buvo apibudintas
kaip Bldschenausschlag arba sueities vezikuliné egzantema (angl. coital vesicular exanthema
— CVE). 1928 m. buvo nustatyta, kad §i veneriné liga turi virusing etiologija, kai buvo jrodyta,
kad ji gali buti perduodama filtruojama medziaga (agent) [5, 20]. Véliau, iki 1950 m.,
pagrindinis pripazintas GHV-1 infekcijos pozymis i$liko CVE, daZzniau vadinamas karviy ir
tely¢iy infekciniu pustuliniu vulvovaginitu (IPV) ir jauciy/buliy infekciniu pustuliniu
balanopostitu (IPB) [20].

1950 m. rudenj JAV Kolorado valstijoje [22] ligai buvo budingas didelis
karS¢iavimas ir iiminis uzdegimas, paveikes virSutinius kvépavimo takus iki pat bronchy.
Pastebéta, kad Sie simptomai buidingi tik brandaus amziaus gyviinams. 1954 m. pripazinta,
kad $i liga budinga ir verSeliams, jaunesniems nei 3 savai¢iy amziaus, taip pat pasireiské
indekso byloje [20, 22]. Smarkiai sumazéjo pieno, kai kuriems gyviinams jo buvo maziau 5-7
paras, atsirado poky¢iy virskinimo trakte: gleivinés opos ketvirtame skrandzio skilvelyje,
sunkus enteritas plonojoje zarnoje ir lengvas uzdegimas storojoje zarnoje. Skirtingai nuo
indikacinio atvejo, kai kuriais atvejais buvo pranesta apie simptomus, susijusius su skrandzio
iSopéjimu [20].

1954 m. buvo aprasyta nauja klinikiné buklé, paveikusi pienines bandas Los
Andzele, Kalifornijoje [22]. Uzfiksuoti budingi simptomai buvo didelis kar$¢iavimas (38,9—
42,2 °C) ir staigus pieno kiekio sumazéjimas, daugeliu atvejy jo visiSkai nelikdavo per 24-48
valandas. Paprastai pasireiSke per didelis seil¢jimasis, nosies, Snerviy gleivinés buvo
padengtos i$skyromis, piilingomis gleivémis. Siai ligai buvo biidingas trumpas stiprus
kosulys. Sergamumas bandose sieké 7,6 proc., o krisdavo 3 proc. uzsikrétusiy galvijy.
Dauguma uzsikrétusiy gyviiny pasveiko gana greitai, iminé fazé paprastai praeidavo per
meénes]. Atliekant tyrima, nustatyta, kad labiausiai pastebimas ir budingiausias pazeidimas —

sunkus hemoraginis tracheitas ir bronchitas. Taip pat pasireiské sunkus plonyjy zarny



enteritas ir storosios zarnos gleivinés kolitas. Buvo manoma, kad etiologija yra virusing, ir
dabar $i ataskaita laikoma pirmuoju recenzuojamu galvijy infekcinio rinotracheito (GIRT)
apraSymu [20]. 1955 m. buvo paskelbta ataskaita [20, 23], kurioje aprasoma kvépavimo taky
liga, kuria susirgo atvesti verseliai ir pieninés karvés. Ji pavadinta infekciniu nekroziniu
rinotracheitu. Sioje ataskaitoje pirma karta pavartota savoka ,,raudona nosis“, susiejant su sia
liga ir atkreipiant démesj | zymy nosies gleivinés uzdegima bei ligos perdavimg su kvépavimo
taky iSskyromis.

Pagal randamus duomenis, Lietuvoje tik 1993 m. pradétas GHV-1 tyrimas,
daugiausia démesio buvo skirta uzkrésty spermos donory bandoms ir buliams naikinti. 1997
m. buvo pasiektas tikslas — nebeliko uzkréstos spermos serijy veislininkystés imonése. IKi
2010 m. pabaigos buvo vykdoma kontrol¢, GHV-1 stebéjimas, pritaikomos Zymétos vakcinos.
Buvo nustatytas didelis vakciny efektyvumas, tiriamuose vakcinuotuose tikiuose nebuvo

aptikta naujy ligos atvejy [24].

1.1.2. Genomo struktiira

Kaip ir kiti herpes virusai, GHV-1 turi palyginti ilgg dvigubag DNR genomg. Nors
supakuojamas linija, jis, kaip manoma, virsta ziediniu per infekcinj ciklg prie§ genomo
replikacijg [25]. Jis yra 135,300 baziniy pory ilgio, turi 72 proc. guanino/citozino kiekj ir 73
atvirus skaitymo rémelius (ORF) [5]. I$ $iy 73 ORF 33 buvo nustatyti Kaip bitini viruso
replikacijai [26]. Dauguma viruso geny turi homologinius analogus, bendrus visiems alfa
herpes virusams, nors kai kurie jy yra is$skirtiniai Varicelovirusams. Tik vienas i$ §iy geny
(ULO0.5) budingas tik GHV-1 [5].

GHV-1 turi D klasés herpeso viruso genoma, o tai reiskia, kad jo genome yra du
unikal@is regionai: vienas ilgas ir vienas trumpas (UL ir US). Sie regionai yra atskirti vidiniu
pakartojimo regionu, kuris yra invertuota seka, randama terminaliniame pakartotiniame
regione, US pabaigoje (1.1A pav.) [5, 11]. Abu Sie unikalts regionai gali biiti invertuoti, o tai
reiSkia, kad 1S tiesy yra 4 herpeso viruso genomo izomerinés formos, kurias galima rasti
GHV-1 virione. IS tiesy viena konkreti UL orientacija yra stipriai pageidautina, todél
aplinkoje paprastai randamos tik 2 izomerinés genomo formos (viena atitinka kiekvieng US
inversija). Sios invertuotos sekos gali biiti susijusios su rekombinacija genomo replikacijos

metu [5].
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1.1 pav. (A) GHV-1 genomo struktiira, jskaitant dvi unikalias sekas — ilgaja (U) ir trumpaja
(Us). Pastaraja papildo dvi pakartotinés ir apverstosios (invertuotosios) sekos (vidinis
pakartojimas, IR (angl. internal repeat); terminalinis pakartojimas, TR (angl. terminal
repeat). DNR replikacija generuoja dviejy pagrindiniy izomery ekvimolinius kiekius, kurie
skiriasi pagal santykine Us ir U segmenty orientacijg (horizontalios paprastosios rodyklés);
pastarasis yra daugiausia pastebimas vienoje orientacijoje. Taciau mazas genomo Kiekis su
apverstu L segmentu yra pastebimas GHV-1 virionuose (horizontaliai brikk§niuota rodyklé).
10 geny, koduojanc¢iy GHV-1 glikoproteinus, vieta Zymima juodomis rodykliy galvomis.
Vertikali juoda juosta nurodo sandiirg, pastebimg po genomo cirkuliarizacijos. (B) Scheminis
vaizdavimas dviejy tiesioginiy ankstyvyjy transkripcijos vienety (IEtu-1 ir IEtu-2), kuriy
promotoriai yra lokalizuoti IR ir TR. IEtu-1 promotoriaus, esancio IR, aktyvinimas veda prie
BICP4 ir BICPO geny transkripcijos, o TR, esancio IEtu-1, promotoriaus aktyvavimas veda
prie BICP4 ir cirkuliarizacijos geny transkripcijos. IEtu-2 promotoriaus aktyvacija veda prie
BICP22 geno transkripcijos. (C) Lokalizacija GHV-1 regiono, kuris yra aktyviai
transkribuojamas latencijos metu, atsirandant su latencija susijusiam transkriptui (LRT) [5].

Dauguma GHV-1 geny turi dublikaty HSV-1 (herpes simplex virusas), todél jie buvo
pavadinti pagal homologus. Taciau buvo nustatyti ir nauji genai, jskaitant UL0.5, ULO0.7,
UL3.5, circ ir US 1.67, kurie neturi homology HSV-1. Maziausiai 10 geny koduoja
glikoproteinus, kurie yra dalis viriono voko ir todél daugiausia susije¢ su pradine sgveika su
Seimininko lastelémis, taip pat su Seimininko imuniniu atsaku. Yra keletas fermenty, svarbiy
genomo replikacijai, jskaitant ribonukleotidy reduktaze, timidino kinazg, dUTPaze¢ ir DNR
polimerazg. Kiti baltymai yra susije su viriono surinkimu, struktiira ir apvalkalo baltymais.
Paskutiné geny grupé yra reguliavimo genai, kurie kontroliuoja tiek lyting, tiek latentine
replikacijg [5, 11, 27]. Tam tikruose tyrimuose buvo sutelktas démesys | tai, ar genai biitini, ar
nebitini replikacijai Igsteliy kulttroje [26]. GHV-1 geny tyrimas nustaté 33 esminius ir 36
nebitinus genus [26].
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Virusinés replikacijos lytiné fazé¢ apima daugelj reguliavimo geny per laiking geny
ekspresijos pakopinj procesa [28, 29]. Jis pradedamas aktyvuojant tiesioginius ankstyvuosius
genus, pirmoji i$ laikinai kontroliuojamy geny ekspresijos faziy, kuri yra daugiausia siejama
su geny reguliavimu, o véliau — ankstyvojo ir vélyvojo geno ekspresijos fazés [5, 26]. Be geny
ekspresijos, standartinés kaskados lytin¢je viruso fazéje buvo aptikta mikroRNR, koduojama
ir iSreisSkiama GHV-1 infekcijos metu. Neseniai atliktas tyrimas parodé¢, kad i§ 10 mikroRNR,
koduoty GHV-1 genomo, keturios is jy yra randamos pakartotiniuose regionuose, ir todél
bendras skai¢ius gali buti laikomas 14 [30]. Kituose herpeso virusuose jie buvo nustatyti kaip

galimai svarbiis pereinant tarp lytinés ir latentinés replikacijos [31].

1.1.3. Viriono struktiira

GHV-1 turi jprastg herpeso viruso viriono struktiirg: viruso dvigubos grandies DNR
genomg dengia ikosaedriné baltymo kapsidé. Kapsidé yra suvyniota j baltymy kompleksa,
vadinamg vokg-apvalkala, kurio sudétyje yra apie 20 virusiniy baltymy [1, 32, 33]. Vokas-
apvalkalas sujungia kapside su iSoriniu lasteliy apvalkalu, kuriame yra viruso membrany
baltymai ir glikoproteinai, biitini sékmingam lastelés membranos jsiskverbimui, jskaitant gD,

gB, gH ir gL glikoproteinus [5, 34].

nucleocapsid

tegument

genome

envelope

\ glycoproteins

1.2 pav. Alfa herpes viruso struktiira™.

DNR genomas yra mazdaug 140 kilobaziy pory. Nukleokapside sudaro 162
kapsomerai: 150 heksamery ir 12 pentamery. Kapsomerai yra daugiakampiai; kiekvienas
kapsomeras yra mazdaug 12 nm ilgio, 11,5 nm plocio, su asine 3,5 nm skyle. DNR yra
apvyniota aplink pluosting Sauksta primenancia Serdj, kurios pluostai yra pritvirtinti prie
vidinés supancios kapsidés pusés [34-36]. Virionas yra pleomorfinis, jo skersmuo varijuoja

nuo 120 iki 200 nm. Manoma, kad virionas turi apie 70 baltymy [34, 35].

1.1.4. Replikacinis ciklas Seimininko Igsteléje

GHV-1 virionas skverbiasi j 1asteliy membrang 3 etapais. Pirmasis etapas, kai viriono
apvalkalo glikoproteinai gB ir gC sgveikauja su tam tikromis lgsteliy struktiromis (tokiomis,
kaip heparano sulfato, esancio daugelio lasteliy pavirsiuje), sukurdami nedidelg trauka tarp
viruso ir 1gstelés Seimininko [37-41]. Antrasis etapas, kai glikoproteinas gD stabiliai

prisijungia prie lastelés membranos baltymo nectin-1 (imunoglobulino baltymo), kol kas
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nustatyta, kad tik Sis receptorius padeda patekti GHV-1 [12, 42]. Tai lemia treCiajj etapa, per
kurj viriono apvalkalas suauga su lastelés membrana. Sis labai svarbus procesas reikalauja
bent jau keturiy GHV-1 glikoproteiny dalyvavimo: gD [43, 44], gB [45] ir heterodimero,
suformuoto gH ir gL [46]. Visi Sie procesai suteikia galimybe kapsidei ir apvalkalui patekti j
citoplazma [5].

Kai virusas jeina j lastel¢ Seimininke, GHV-1 viruso dalelés turi bati
transportuojamos, naudojant dineino motorinj kompleksa, susieta su mikrovamzdeliais,
branduolio pory link, kad biity galimas viruso DNR ilaisvinimas, i§skyrimas. Sis jcentrinis
citoplazminis transportavimas kartu su mikrovamzdeliais buvo parodytas HSV-1 (I tipo
herpes simplex viruse) infekuotose lastelése ir yra greiciausiai iSsaugotas alfa herpes
virusuose [47]. Taciau viruso baltymas(-ai), kuris(-ie) tarpininkauja Siame transportavimo
procese, yra vis dar nezinomas(-i), bet tikimasi, kad tai bus virusinio apvalkalo baltymai arba
pacios kapsidés pavirSiaus komponentas(-ai) [48, 49].

Kol viruso dalelé yra transportuojama branduolio link, apvalkalo baltymai,
apgaubiantys kapsidg, iSsiskiria j infekuotos Igstelés citozolj. Ten jie, manoma, atlieka svarby
vaidmenj ankstyvoje viruso infekcijos fazéje, nes jie pirmieji susiduria ir sgveikauja su
vidulgsteline aplinka. VP8 yra gausiausias GHV-1 apvalkalo baltymas [50, 51]. Jis tuoj pat po
infekcijos lokalizuojasi branduolyje dél branduolio lokalizacijos signalo [52], taciau tikslus
VP8 vaidmuo viruso infekcijoje yra neaiskus. Nors daugelis $iy apvalkalo baltymy yra vis dar
prastai istirti, kai kurie jy sutrikdo Seimininko gynybg arba ardo Seimininko resursus [53].
ULA41 koduojamas apvalkalo baltymas yra Zinomas kaip viriono Seimininko i§jungimo (angl.
virion host shutoff — VHS) GHV-1 baltymas. I$saugotas ir kituose alfa herpes virusuose, jis
sukelia greitg lastelés Seimininkés baltymy sintezés i§jungima, sustabdyma [53, 54]. Kitas
svarbus apvalkalo baltymas yra VP16 (viriono baltymas 16), zinomas kaip GHV-1 a-TIF (alfa
geny transindukcinis faktorius (angl. transinducing factor of alpha genes). Jis yra atsakingas
uz GHV-1 geno ekspresijos iniciacija (sukelia ankstyvyjy GHV-1 geny ekspresijg [5]), tai
atlieka transaktyvuodamas GHV-1 tiesioginius ankstyvuosius (angl. immediate early — IE)
genus (alfa genai). GHV-1 geny ekspresija yra laikinai reguliuojama infekcijos metu. Geny
ekspresijos kaskada apima trijy geny ekspresijos kinetika, i$ eilés: IE, ankstyvoji (E) ir
vélyvoji (L) RNR [28]. Jie koduoja baltymus, daugiausia susijusius su viruso ciklo
reguliacija, viruso DNR replikacija ir naujy viriony morfogeneze.

Kartu su geno ekspresijos iniciacija, manoma, GHV-1 genomas cirkuliarizuojasi, kai
patenka j branduolj (paZeidZia branduolio membrana) [25, 55]. Sis konceptas (genomy
jungimasis galais, ziedy formavimasis) paremtas Igsteliy, uzkrésty kitais giminingais alfa

herpes virusais (HSV-1 [5, 55], pseudopasiutligés virusu [56]), stebéjimais. IE geno
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transkripcija yra inicijuojama VP16 kompleksu ir 1gsteliy baltymais; kompleksas prisijungia
prie TAATGAGCT motyvo, esan¢io GHV-1 dviejy IE transkripcijos vienety (IEtu-1 ir IEtu-
2) promotorinése sekose (1.1 pav.) [5, 57-60]. IEtu-1 koduoja BICPO, BICP4 [5, 61]. Ziedinis
transkriptas atsiranda i$ IEtu-1 promotoriaus aktyvacijos per cirkuliarizuoto genomo sandiirg
ir yra iSreikStas per visg viruso ciklg [5, 25, 59]. BICPO néra esminis, bet vaidina svarby
vaidmenj atsirandant infekcijai, nes aktyvuoja visus virusinius promoterius ir yra iSskiriamas
dideliu kiekiu per visg infekcijg [54, 62]. IEtu-2 koduoja BICP22. Nors tikslis galvijy IE
baltymy veikimo mechanizmai iki galo néra istirti, trys pagrindiniai IE baltymai — BICPO,
BICP4 ir BICP22 — aktyvuoja E geny ekspresija ir virusinés DNR replikacija [61, 63, 64].

Spéjama, kad egzistuoja dvi replikacijos pradzios [65]. Nuo jy prasideda pirmasis
teta replikacijos ciklas, kuriam kaip $ablonas tarnauja ziedinis genomas [66]. Nezinomu
mechanizmu teta dvikryptés replikacijos pakopa persijungia i riedancio rato tipo replikacijos
rezima, kad bty galima gauti konkatemering (angl. concatemeric) DNR, t. y. susidariusio
ziedinio viruso genomo replikacija vyksta per riedancio rato mechanizma, kuris generuoja
daugybe naujai susintetinty DNR genomy, sujungty vienas su kitu iSdéstymu galva-uodega [5,
67]. Si ilga DNR dalis yra suskaidoma j atskiras viruso genomo kopijas, kurios jkeliamos j
naujai formuojamas viriono kapsides, nepaliekant branduolio [5].

Pirmoji vélyvyjy geny ekspresijos banga (ankstyvieji vélyvieji genai) pradedama
DNR replikacijos metu, viruso genomo replikacijos pradzioje [5]. Antroji banga (tikrieji
vélyvieji genai) visiSkai priklauso nuo DNR sintezés, Sie genai koduoja kapside
formuojancius struktarinius baltymus [5]. Naujy palikuoniy virusy sintezei yra reikalingi L
geny koduojami strukttriniai komponentai. Herpeso viruso viriono surinkimas yra sudétingas
procesas. IS pradziy kapsidés apvalkalo baltymai susirenka pastoliy tarpininkavimo modeliu,
kad suformuoty tarping dalel¢ branduolyje. Per brendima vidiniai baltymy pastoliai yra
suskaldomi ir i§stumiami i$ kapsidés vidaus, kai DNR genomas supakuojamas. I tiesy didelés
molekulinés masés konkatemerai (angl. concatemers) yra suskaldomi j vieneto ilgio genomus
sudétingo mechanizmo budu, kuris yra glaudziai susietas su DNR jterpimu j 1§ anksto
suformuotg kapsidés struktiirg. Daug virusy baltymy yra jtraukiama j §j skélimo-pakavimo
procesa [5, 67, 68].

Kaip viriono kapsidé iSeina i§ branduolio ir jgyja jo baltymus ir iSorinj voka —
diskutuotina. Pagal dabartinj pozitrj j tai, kaip alfa herpes virusai iSeina ir brandinasi,
pateikiamas trijy pakopy modelis [69—72]. Pagrindiné teorija teigia, kad subrendusi kapsidé,
kurioje yra DNR, jgyja pirminj voka, kai ji iSsipumpuruoja i§ vidinés branduolio membranos |
perinuklearing erdve. Tuomet naujas pirminis vokas susilieja su iSorine branduolio membrana

tam, kad nuoga kapsid¢ biity iSleidziama j citoplazma. US3 koduojamas virusinés kinazes
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aktyvumas yra reikalingas apsisiautimui pasalinti, kadangi GHV-1 US3 delecijos mutantai
kaupiasi perinuklearinéje erdvéje. Patekusi j citoplazma, nuoga kapsidé galutinai jgyja savo
subrendus;j apvalkalg ir antrinj voka, tikétina, kad pumpuruojant j ,,trans* Goldzio aparatg [69,
72]. Sis viriono brandinimo ir i$¢jimo modelis méginamas paneigti dviem alternatyviais
budais. Pirmasis alternatyvus btidas apima pirminj vokg vidin¢je branduolio membranoje, po
to transportavima per endoplazminj tinklg ir Goldzio aparato sekrecijos kelig [73, 74].
Antrasis alternatyvus i$¢jimo biidas jtraukia branduolio pory i$siplétima, dél kuriy tiesiogiai
kapsidés patenka j citoplazmg. Nuogos kapsidés jgyja voka, pumpuruodamos bet kurig
lastelés membrang [73, 74]. GHV-1 replikacinis ciklas vis dar reikalauja tolesniy tyrimy,

kurie patvirtinty ar paneigty iSkeltas teorijas arba atrasty vis dar nezinomus mechanizmus.

1.1.5. Patogenezé

Galvijai labai daznai laikomi itin perpildytomis, antisanitarinémis saglygomis, todél
GHV-1 gali lengvai plisti bandoje. Dazniausias GHV-1 infekcijos kelias yra tiesioginis
apsikeitimas nosies i§skyromis tarp infekuoty ir neinfekuoty individy; Kiti horizontalaus
perdavimo buidai apima lytiniy organy kontakta, infekuotos spermos perdavima ir mazo
atstumo aerozolinj perdavimg [3-5]. Virusas taip pat gali biiti perduotas vertikaliai i§ motinos
verSeliui néStumo metu [5]. Virusas nedelsdamas uzkreéia naujojo Seimininko epitelio Igsteles
kontaktinéje srityje, Cia greitai prasideda viruso standartinis lytinis replikacijos ciklas. Jis
atitinka nuoseklig virusy geny ekspresijg ir apima naujy virusy palikuoniy gamybg ir lgsteliy
mirtj. GHV-1 citopatiniam efektui (CPE) biidingas Igstelés iSburkimas ir vidubranduoliniy
intarpy pagauséjimas. Lasteliy mirtis prasideda ir dél nekrozés, ir dél apoptozés procesy,
vykstan¢iy GHV-1 replikacijos ciklo metu. Po dalyvavimo tiesioginiame CPE, GHV-1 taip
pat gali sumazinti kvépavimo taky epitelio atsinaujinimag, slopindamas naujy epitelio lgsteliy
migracija | suZeistas vietas [5, 35].

GHV-1 infekcija biiddinguose patekimo vartuose lemia masing virusy gamybg. Nauji
virusy palikuoniai yra iSskiriami nosies gleivése, esant dideliam ekskrecijos titrui, o tai lemia
greita infekcijos plitima galvijy bandoje [5]. Nauji viruso palikuoniai taip pat plinta j uzkrésta
gyviing, naudojant vieting sklaida, atsiranda sisteminis viruso iSplitimas viremija ir galiausiai
neuroinvazija [5, 27]. Du skirtingi budai leidzia plisti naujoms GHV-1 kartoms uzkréstoje
gleivinéje. Pirma, virusai, iSleisti j iSoring terpe, yra visiSkai apgaubtos dalelés, galinCios
sgveikauti su imliy lasteliy receptoriais. Antra, virusinés dalelés gali tiesiogiai plisti 18
uzkrésty lasteliy j kaimynines neuzkréstas Igsteles (tiesioginis plitimas is Igstelés j lastele) [5,
35].

Po i$plitimo tame paciame audinyje virusas gali keliauti uzkrésto Seimininko krauju,

Sis mechanizmas kol kas menkai suvokiamas, ir atlikty eksperimenty rezultatai
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interpretuojami atsargiai [29, 75-79]. Viremija suteikia virusui prieigg prie daugelio
Seimininko audiniy ir organy — tai lemia didele simptomy jvairove [5], Klinikinius padarinius,
pavyzdziui, abortus [80, 81] ar mirting sistemin¢ infekcija labai maziems jaunikliams [5]. Be
to, papildomai prie sisteminio i$plitimo virusas taip pat gali kontaktuoti su nervy galinémis
nosies gleivinés pavirsSiuje, per kurias infekcija plinta j centring nervy sistema, t. y. jis yra
transportuojamas tolyn aksony mikrovamzdeliais, kad pasiekty neurono kiing nervy
ganglijoje. GHV-1 paprastai uzkrecia triSakio nervo galus, per kuriuos jis sukuria latenting
infekcijg gangliniuose neuronuose [5]. GHV-1 buvo i$skirtas i§ galvijy, turin¢iy centrinés
nervy sistemos sutrikimy [5, 82—84]. Taip pat buvo pastebéta, kad kai kuriais atvejais jie yra
atsakingi uz imaus meningoencefalito pasireiskima suaugusiems galvijams [5, 82, 83].
Manoma, kad tikriausiai $ie atsitiktiniai atvejai atspindi individualy $eimininko jautrumg CNS
infekcijai, 0 ne GHV-1 kamieno modifikacijas, dél kuriy padidéjo neuroinvazija ir (arba)
neurovirulencija, prieSingai negu neuropatogeniskam GHV-5 kamienui [84, 85].

Po GHV-1 pirminés infekcijos galvijas tampa latentiniu nes¢ju. Kaip jau buvo
uzsiminta, GHV-1 sukuria visg gyvenimg trunkancig latenting infekcija periferinés nervy
sistemos sensoriniuose neuronuose po replikacijos gleivings epitelyje. Nors pagrinding
latentiné vieta — ganglioniniai neuronai, yra jrodymuy, kad latencija ir reaktyvacija pasitaiko
ryklés tonziliy germinaliniuose centruose (angl. germinal centers of pharyngeal tonsils) [86].
Latentiskai uzsikrétusiuose neuronuose tik GHV-1 regionas, kuriame yra isreiskiamas su
latencija susijes transkriptas (LRT) (1.1 pav.), slopina lytinj viruso ciklg ir indukuoja uzkrésty
lasteliy antiapoptozine biikle [87]. Sis pastebéjimas siiilo, kad DNR sekos su latencija
susijusiame promotoriuje yra teigiamai reguliuojamos neuroniniy lasteliy tipo veiksniy [5]. Su
latencija susije¢ genai yra reikalingi GHV-1 latencijos-reaktyvacijos ciklui. LR genas apsaugo
neuronus nuo lasteliy mirties latencijos jtvirtinimo metu. Lasteliy mirties slopinimas taip pat
biitinas, kad palaikyty latencija, i$saugant gyvus latentiskai uzsikrétusius neuronus. Siuo metu
néra aiSkaus mechanizmo, paaiskinanc¢io LR geno vaidmenj reaktyvuojant ir (arba) isskiriant
GHV-1. Pagal HSV (herpes simplex viruso) latentiSkumo ir reaktyvacijos stebéjimus,
manoma, kad imuniné sistema atlicka svarby vaidmen;j reguliuojant GHV-1 latencijos-
reaktyvacijos ciklg [88, 89]. Reaktyvacija gali jvykti po natiiralaus stimulo [90, 91] ar
gydymo kortikosteroidais [5, 92], baigiantis pasikartojan¢iu viruso perdavimu neinfekuotiems
gyvinams, paprastai be klinikiniy zenkly. Po reaktyvavimosi triSakio gangliono neuronuose
GHV-1 inicijuoja nauja replikacijos cikla [5]. Taigi net ir po to, kai gyviinui nepastebimi
infekcijos simptomai, latentiné infekcija gali biiti pakartotinai suaktyvinta véliau gyvenime, ir

tuo metu gyviinas vél pradeda skleisti virusa [1].
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1.1.6.Imuninis atsakas ir imuninés sistemos apéjimo strategijos

Dél sparcios infekcijos eigos, kurig sukelia virusas, $eimininko imuninis atsakas turi
veikti greitai; viruso antigeno ekspresija lasteliy pavirSiuje pasireiSkia per 2—4 valandas nuo jo
patekimo. Tai yra pirminés infekcijos taskas, kai Seimininkas pradeda skatinti imuniteto
atsakg. Viruso replikacija i§ pradziy sukelia nespecifinj arba jgimtg imuninj atsaka, jskaitant
infekuoty Iasteliy komplemento aktyvacija ir interferono-a bei interferono-f sekrecija. Buvo
jrodyta, kad konkreciai §is o ir B [FN aktyvumas slopina herpes viruso timidino kinazés
aktyvuma [93]. Makrofagai, neutrofilai ir nattiraliy Zudiky (NK) lgstelés (dideliy granuliuoty
limfocity pavidalu) yra sutelkti ir aktyvuojami infekcijos vietoje, uzkréstame epitelyje
vykdomas virusais uzkrésty lasteliy naikinimas po citokiny aktyvinimo. Tyrimai parodé, kad
pagrindiniai NK Igsteliy taikiniai yra viruso gB ir gD [94]. Sios lastelés sukelia ankstyva
citokiny, tokiy kaip IL-1 ir IL-6, bangg [5, 95]. IL-1 ir IL-6 stimuliuoja parenchimines Igsteles
ir limfocitus gaminti GM-CSF, kuris savo ruoztu skatina makrofagus gaminti tokias
molekules, kaip TNF-a [96].

Po $io pirmojo jgimty mechanizmy atsako seka specifinis imuninis atsakas, kurj
lemia antigeno atpazinimas, paprastai sutampantis su atsigavimu nuo klinikiniy pozymiy.
Antigeno pateikimas vyksta tiek MHC | ir MHC 11 klasiy keliais. Lasteliy veikiamas atsakas
yra gyvybiSkai svarbus, kad bty galima sustabdyti virusa, plintantj budu lgstelé-1astelé [97].
S etapa daugiausia skatina ir kontroliuoja Th1 specifiniy citokiny gamyba — tai CD4 Th1
lastelés, kurios aktyvuoja tiesioginj CD8+ T lasteliy citotoksiskuma, ir to padarinys —
specifiniy vélyvy citokiny, jskaitant IL-2, IL-12 ir IFN-y, produkcija. Siuo atsaku CD8+ arba
citotoksinés T Igstelés atlicka svarbiausig vaidmenj naikinant uzkréstas lasteles ir iSskiriant
citokinus [5, 95]. In vitro bandymai su galvijy lastelémis parodé, kad gC ir gD yra
pagrindiniai citotoksiniy T Igsteliy antigenai taikiniai, nors buvo jrodyta, kad naudojamas in
vitro metodas tur¢jo jtakos rezultatams [98]. Ne MHC ribotas citotoksiSkumas per ankséiau
aprasytus monocitus ir makrofagus laikomas gausesniu 1gsteliy medijuojamu atsaku, bet
reikalauja, kad T-limfocity pagamintas IFN-y padéty aktyvuoti makrofagus [5, 95]. CD4+
arba pagalbiniai T limfocitai taip pat migruoja j pazeidimy vietg ir i§skiria antrg arba vélyva
bangg citokiny, tokiy kaip IFN-y [95, 99].

Adaptyvus imuninis atsakas yra aktyviausias nuo 5 iki 10 dieny po infekcijos ir
atlieka svarby vaidmenj jveikiant infekcijg ir bet kokiy ligos klinikiniy poZymiy remisijg. Tai
apima Th2 atsaka, labiausiai atitinkantj vélyvas infekcijos fazes ir reguliuojamas skirtingy
vélyvy citokiny, jskaitant IL-4, IL-5 ir IL-6. Skatinama gamyba IgM, IgG ir IgA antikiiny,
kurie neutralizuoja bet kokj iSorinj virusg, kas, kaip manoma, yra svarbu siekiant iSvengti

reaktyvacijos ir latentinio viruso plitimo (angl. shedding) [5, 27, 95, 99]. Antikiiny atsakas
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laikomas svarbesniu siekiant uzkirsti kelig infekcijai, 0 ne pagyti nuo esamos infekcijos. Tai
ypac veiksminga, kai nosies takuose yra randamas didelis antiktiny kiekis tuo metu vykstant
reaktyvacijai, dél to nedelsiant neutralizuojamas virusas ir sutrukdomas tolesnis plitimas arba
klinikiniy pozymiy vystymasis [5, 95]. Per tyrima, nagrinéjantj antiktiny izotipus pradinés
infekcijos ir reaktyvacijos metu, nustatyta, kad IgM buvo pirmiausia aptinkamas praéjus 9
dienoms po infekavimo, po to IgA — nuo 12-os dienos ir IgG — nuo 13-o0s dienos. IgA buvo
aptinkamas tik 3 savaites serumuose, taciau isliko gleivinés iSskyrose ir Zymiai padidéjo
nosies bei akiy titruose po reinfekcijos, taip pat greitai pasireiSké serume. Tai paskatino
pasitlymus, kad IgA galéty biti jautrus reinfekcijy indikatorius [5, 100, 101]. Nustatyta, kad
intranazaliné imunizacija yra veiksmingas buidas stimuliuoti gleivinés IgA atsaka [102].
Galvijai geba sukelti veiksmingg imuninj atsakg po pirmings infekcijos su GHV-1,
leidziantj daugeliu atvejy atsigauti nuo ligos ir sulaikyti viruso i$skyrima, bet niekada negali
pasalinti infekcijos, todél visos pirminés GHV-1 infekcijos sukelia visg gyvenimg trunkancia
latenting infekcija. Yra spéliojama, kad Sios imuninio slépimosi, ap&jimo (angl. envasion)
strategijos galéty atlikti svarby vaidmenj GHV-1, kad biity sukurta patvari, nuolatiné infekcija
[5]. Dél jau minéto ekstensyvaus Seimininko imuninio atsako virusas i$sivysté kelis imuninio
atsako i§vengimo buidus (1.2 lentel¢). Pavyzdziui, gG jungiasi prie chemokiny, kad uzkirsty
kelig jy veikimui, | tipo IFN ekspresija sumazinama reguliuojant BICPO geno produktu —
slopinant transkripcija [5, 103]. Sis jgimty antivirusiniy signaly slopinimas yra sukeliamas
IRF3 (IFN reguliacijos faktoriaus 3) degradacijos, baltymo, dalyvaujancio reguliaciniame
komplekse, uztikrinan¢iame I tipo IFN transkripcija [5, 104]. Apsaugotas invazijos faktorius
yra i8§saugotas kituose susijusiuose alfa herpes virusuose, o glikoproteinas C sgveikauja su
tre¢iuoju komplemento komponentu (C3), kad sumazinty komplemento aktyvacijg [5, 105].
Uminés ligos fazés metu GHV-1 uzkredia ir sukelia epiteliniy lgsteliy apoptoze, kad biity
uztikrintas veiksmingas viruso i$siskyrimas, bet véliau, latentinés fazés metu, su $ia faze
susijes genas slopina apoptoze latentiSkai uzkréstose lgstelése. GHV-1 infekcija gali sukelti
CD4+ T limfocity apoptozg¢ periferiniame kraujyje ir limfmazgiuose, kurie yra svarbiis
specifiniam imuniniam atsakui [106, 107]. UL49.5 baltymas veikia maZzindamas virusu
uzkresty lasteliy MHC I ekspresija, blokuodamas transporterj, susijusj su antigeno apdorojimu
[5, 108]. Tai reiskia, kad Sios Igstelés néra atpazjstamos ir pasalinamos citotoksiniy T
limfocity (CD8+) [5]. In vitro buvo pastebéta, kad virusas sumazina leukocity proliferacija,
slopindamas mitogena, kuris paprastai stimuliuoja lasteliy dalijimasi [107]. Sie veiksmai
leidzia iSgyventi virusui, taip pat sukelia imuning slopinimo biiseng, kuri padaro organizma

(Seimininka) pazeidZiama antrinés bakterinés infekcijos.
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1.2 lentelé. Imuninio atsako komponenty ir imuninés sistemos apéjimo (angl. envasion)
strategijos GHV-1 infekcijos metu apraSymas [5, 117]. *ctcs: plitimas i3 Iastelés j lastele.

Imuninio atsako komponentai GHV-1 imuniteto i§vengimo strategijos
Tirpiis jgimto imuniteto I tipo IFN Sumazinimas, slopinantis | tipo IFN
veiksniai, mediatoriai reguliavimas (angl. down-regulation),
atliekamas BICPO [103, 104]
Chemokinai gG aktyvumas chemokino jungimuisi

110
]

(angl. binding) [
Alternatyvaus komplemento kelias | gC sagveika su galvijo C3b [105]

Igimto imuniteto lgstelés Monocitai-makrofagai PBMC apoptozé [ ]
Polimorfonuklearinés lgstelés Alveoliniy makrofagy ir PMN veiklos
Dideli granuliuoti limfocitai trikdymas, blokavimas [113, 114]

Antigeno pateikimas MHC I klasés kelias UL49.5 slopina TAP [54, 108]

MHC I klasés pateikimo sumazinimas
UL41 (vhs) [53]

MHC II klasés kelias MHC II klasés pateikimo sumazinimas
UL41 (vhs) [53]

Adaptyvi imuniné sistema | Padéjéjai T limfocitai (CD4+) CD4+ infekcija ir apoptozé [106]
Citotoksiski T limfocitai (CD8+), B | MHC I klasés sumazinimas (angl.
lastelés down-regulation) sutrikdo CD8+

aktyvinima [108]
Adaptyviis humoraliniai Antik@inai Tiesioginis ctcs* medijuojamas gB, gD,
veiksniai gH/gL, gE/gl leidzia GHV-1 plitima,
esant Ak neutralizavimui [*°]
Klasikinis komplemento kelias gC saveika su galvijo C3b [105]
Infekuoty lasteliy Su latencija susijes genas inhibuoja
apoptozé apoptoze latentiskai infekuotose
lastelese [11]

1.2. Diagnozavimas

GHV-1 sukelty ligy diagnozé gali buti jmanoma pagal klinikinius pozymius, esant
kai kuriems protrukiams, bet daznai reikalingas laboratoriniy tyrimy patvirtinimas. Gali biiti
reikalinga GHV-1 sukeltos respiracinés ligos diferenciné diagnozé nuo kity galimy sukéléjy,
ypac galvijy kvépavimo taky sincitinio viruso (GRSV), paragripo 3 tipo viruso (GPRS3,
Mycoplasma bovis, Mannheimia rasiy, Pasteurella multocida, Histophilus somni ir
Trueperella pyogenes [118]). Virusas yra didZiausios koncentracijos ir gali bati lengvai
aptinkamas esant ankstyviems kar§¢iavimo ir seroziniy i§skyry atsiradimo pozymiams. Taciau
vien tik viruso aptikimu negalima remtis kaip jtikinamu jrodymu, kad liga atsirado dél GHV-
1. Kadangi virusas gali atsinaujinti streso ar ligos metu, taip pat svarbu, kad kraujas biity
renkamas antikfinams nustatyti timios ligos metu ir véliau — po 2—4 savaiciy [118, 119].
pozymiai, viruso aptikimas bei GHV-1 serokonversija yra jrodomi per patikimg laiko tarpsnj
[118, 119].

GHV-1 gali biti lengvai iSskiriamas pirminése Igsteliy kultiirose arba antrinése
galvijy inksty, plauciy, séklidziy, trachéjos ir tokiy zinomy lgsteliy linijose, kaip, pavyzdziui,
Madin-Darby galvijy inksty (MDBK) Iastelése. Vis délto pirminé lgsteliy kultiira yra

jautresné [35]. Virusas gali buti i$skirtas i$ nosies, konjunktyviniy, lyties organy tepinéliy,
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abortinio vaisiaus placentos daliy, vaisiaus kepeny, plauciy, bluznies, inksty, limfmazgiy,
kvépavimo taky gleivinés, tonziliy ir plauciy [35]. Neapdorota arba susaldyta sperma su
konservantais taip pat gali biiti renkama norint i$skirti virusg [35, 118].

Gyvinai, tikrinami GIRT protrakio metu, daZniausiai yra labiausiai paveikti ir
turintys akivaizdziy nosies gleivinés ir akiy i§skyry dél antrinés bakterinés infekcijos. Taciau
tokie gyviinai néra tinkamiausi norint aptikti virusa. Kity bandos gyviny iStyrimas turéty
atskleisti ankstyvos ligos stadijos atvejus. Jie turés seroziniy nosies ir akies i§skyry, kar§¢iuos
ir bus uzsikréte 3-5 dienomis ankséiau [118]. Basimam diagnostiniam tyrimui reikia surinkti
tiek nosies, tiek akies sekrety [118]. Bronchoalveoliniai lavazai yra maziau tinkami norint
nustatyti GHV-1, negu aptikti Zemesniy kvépavimo taky virusus, tokius kaip galvijy
kvépavimo taky sincitinj virusa (GRSV) ir galvijy paragripo 3 tipo virusg (GPR3). IPV/IPB
diagnozei maksties ir prepuliaciniai tepinéliai turéty buti renkami i§ ankstyvyjy atvejy [118].
Viruso buvimas aptinkamas per 3 dienas nuo inokuliacijos pagal badingus citopatinius
poveikius, charakterizuojamus pagal j vynuoges panasiy suapvalinty Igsteliy klasterizavimasi
(1.3 pav.) [35, 119, 120].

1.3 pav. GHV-1 infekcija lasteliy kulturoje: A — neuzkréstos lastelés, B — GHV-1 uzkréstos
lastelés [11, 120].

Greiciau atlickamas testas, zinomas kaip imunofluorescenciniy antikiiny tyrimas
(IFAT). Jis apima viruso antigeno dazyma tepinéliuose arba citospiny kvépavimo méginiy
lastelése. Tai gali buti atlieckama tiesiogiai naudojant monospecifinj antiseruma, konjuguota su
fluorescenciniais dazais, arba netiesiogiai su antriniu antirti§iniu antiktinu, kuris yra
konjuguotas su fluorochromu. Nors viruso iS§skyrimas yra jautresnis ir konkretesnis nei
fluorescenciniy antikiiny technika, tai yra daugiau laiko reikalaujantis metodas [119].

Histopatologija taip pat gali biti naudojama diagnostikai ten, kur pasireiSké abortai ir
kepeny nekrozé. Virusas i§ negyvy gyviny audiniy gali biti aptiktas ir jo vieta audiniuose
gali biiti parodyta pazymint imunohistochemiskai — naudojant GHV-1 specifinj monokloninj
antikiing [81]. Realaus laiko PGR pateiktas kaip veiksmingiausias buidas patvirtinti GHV-1

esant galvijy abortams, netgi kai kuriuose autolizuotuose embrionuose/vaisiuose [80]. Taciau
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histopatologijos, taip pat ir viruso izoliavimo naudingumas gali biti apribotas autolizés, ypac

aborty medziagoje [81].

1.2.1.Serologiniai tyrimai — ELISA, SNT

GHV-1 antiktino aptikimas serume ar piene yra svarbi GIRT diagnostikos ir
kontrolés priemoné. Norint patvirtinti jtariama liga, $i priemoné naudojama ir parodyti
infekcijos nebuvimg ar buvima, remiantis kontrolés programomis ir vélesniu stebéjimu.
Vakcinacija, ypac su ne-markerinémis GHV-1 vakcinomis, gali apsunkinti serologiniy tyrimy
interpretavimg. Tiriamy gyviny skiepijimo istorija turéty biiti pazyméta kartu su méginiais
laboratorijai pateikiamoje formoje [35, 118].

Kai kur patariama jtariamos ligos atvejais sumaiSyti keliy paveiktai grupei
priklausan¢iy gyviiny serumo méginj ir istirti vienu bandymu. Jei néra skiepijimo,
serokonversija pereina i§ neigiamos ] teigiamg arba infekcijg parodo bent jau 4 kartus
padid¢jes antiktiny titras. Serumas i§ karviy aborto metu ir po 2—4 savaiciy gali pateikti
irodymy, patvirtinan¢iy naujausig/dabarting GHV-1 infekcija, nors dazniausiai serokonversija
bus jvykusi kelias savaites anksé¢iau. Dél to sumaiSyta (angl. paired) serologija yra ribotos
vertés, bet nebuvimas antikiiny abiejuose serumuose atmeta GHV-1 kaip priezastj [118, 119].
Vieno serumo meéginiai yra geriausias biidas nustatyti, ar atskiras gyviinas buvo uzkréstas ir ar
dabar yra latentinis viruso ne$¢jas. Latentiniu biidu uzkrésto buliaus jvedimas j jautrias
bandas gali turéti katastrofisky padariniy. Nors retai, bet gali egzistuoti SNLC (seroneigiami
latentiniai nes¢jai) buliai; grieZtas testavimo rezimas gali sumazinti jy jvedimo ] jautrias
didelés vertés gyviny bandas rizika.

Serologiniai tyrimai, tokie kaip antikiiny detektavimo ELISA ir serumo
neutralizavimo testai (SNT), naudojami seroteigiamiems gyvinams identifikuoti, naudojant
specifinius GHV-1 antigenus, kurie yra atpazjstami specifiniy serologiniy antiktiny serume.
Taciau Siais metodais yra sunku atskirti tolimus ir neseniai uzsikrétusius infekcija atvejus.
Juos kartais galima atskirti, jei yra tiriami méginiai, paimti skirtingu laiku, tuomet didéjantis
GHV-1 antiktiny titras bus nesenos GHV-1 infekcijos pozymis [35]. Serologija ne visada
patikima, nes kai kurie jauni verseliai gali uzsikrésti, kol vis dar turi cirkuliuojan¢iy motininiy
antiktiny ir dél to nesusikuria aktyvus humoralinis atsakas, dél to gali buti nepastebéti ligos
atvejai serologiniuose tyrimuose [5, 35, 118].

Antiktinams nustatyti kai kuriose laboratorijose naudojama ELISA su serumo
neutralizavimo (SN) tyrimais. SN tyrimai leidzia pastebéti imuninj atsaka j visg virusg, o ne j
specifinius baltymus. Tai neleidzia atskirti subtipy, bet suteikia gerg pradinés patikros parinktj
ir gali biiti naudojama ELISA bandymy rezultatams patvirtinti [121]. Sie testai yra ypatingi —

daug moksliniy tyrimy buvo sutelkta siekiant padidinti jy jautruma, kad pavykty aptikti
20



latentinius viruso nes$éjus su vos aptinkamais antikiinais. Atsizvelgiant j komerciskai
prieinamy ELISA tyrimy jvairove, labai svarbu Zinoti testy skirtumus, biidus, kaip pateikti
rezultatai, ir taikomas ribines vertes. ELISA tyrimai yra netiesioginiai (i-ELISA) arba
blokuojamieji (konkurencingi) (c-ELISA), kai kurie yra tinkami nustatyti antikiinus piene
[118, 119]. Yra keletas ELISA rinkiniy, kurie yra komerciskai pricinami, jie naudoja ir
blokuojamajj, ir netiesioginj mechanizmus, antigeny taikiniai daznai yra glikoproteinai, tokie
kaip gB, gE ir gC [122]. gB naudojimas kaip taikinio antigeno yra standartinis ELISA
tyrimas, kuris, pastebéta, yra jautresnis nei g ELISA ir netiesioginé ELISA [123]. gE ELISA
naudojamas identifikuoti virusg tarp skiepyty ir nevakcinuoty gyviny likvidavimo
programose [124]. gC ELISA gali biiti naudojamas subtipams atskirti [125].

Netiesioginé ELISA (IFA)

Netiesioginé ELISA, arba i-ELISA, naudoja GHV-1 antigenu padengtus Sulinélius
plastikinéje plokstelé¢je. Bandomasis ¢éminys pridedamas, ir bet kurie pateikti GHV-1
antik@inai jungiasi prie antigeno. Sujungti antikiinai nustatomi naudojant fermentu paZymeéta
anti-galvijy imunoglobuling. Spalvos rySkéjimas jdéjus substrato/chromogeno tirpalo suteikia
pusiau kiekybinj GHV-1 antikiiny kiekio jvertinimg tiriamame méginyje. Rezultatai gali bati
iSreiksti skirtingais buidais, bet paprastai kuo didesnis pataisytas optinis tankis (angl. corrected
optical density — COD), tuo daugiau antikiiny yra méginyje. Vertés atkarpa gali skirtis dél

fono neigiamuose méginiuose.

Blokuojamoji ELISA (IFA)

Blokuojamosios ELISA, arba c-ELISA, tyrimai taip pat naudoja GHV-1 antigenu
padengtus Sulin¢lius plastikinéje ploksteleje. Supilamas bandinio miSinys ir fermentu
pazyméti anti-GHV-1 antiktinai. GHV-1 antikiinai bandomajame meéginyje blokuoja
prisijungima fermentu paZzymeéty antikiiny prie padengto antigeno. Spalvos rySkéjimas,
pridéjus substrato/chromogeno tirpalo, yra sumazinamas pusiau kiekybiSkai (angl.
semiquantitatively), priklausomai nuo GHV-1 antikiino kiekio méginyje. Méginio ELISA
rezultatas gali buti iSreiSkiamas kaip méginio COD ir neigiamos reikSmés serumo santykis, ir,
pavyzdZiui, ribiné verté gali biiti didesne kaip 0,5 neigiamo méginio ir Zemiau 0,5 teigiamo
rezultato. Be to, blokavimo procentas gali biiti apskaic¢iuojamas kiekvienam pavyzdziui, o
ribiniy verciy pavyzdys gali biti iki 50 proc. neigiamy rezultaty ir per 50 proc. teigiamy. c-
ELISA tyrimai naudojami sgsajai su markerinémis vakcinomis. Naudojant konkreciais
fermentais pazZymétus monokloninius antikiinus, atpazjstancius gB arba gE, markeriu
vakcinuoti gyviinai, paveikti (angl. exposed) GHV-1 lauko kamienu, gali biti atskirti nuo ty,

kurie nebuvo paveikti.
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1.2.2. Molekulinés diagnostikos tyrimai — PGR

Neseniai molekuliniai metodai buvo pripazinti kaip tinkami virusams aptikti — jie
uztikrina greita, jautry ir tiksly atpazinima jvairiy tipy méginiuose. Jie taip pat leidzia aptikti
latentiskai uzkréstas Igsteles audiniy méginiuose, o tai negali biiti pasiekta viruso iSskyrimu
histopatologija/imunohistochemija. Standartiskai PGR gali aptikti virusg audiniuose po DNR
ekstrakcijos ir jos pridéjimo prie PGR analizés. Siluma naudojama DNR denatiiruoti,
pradmenys jungiasi prie specifiniy viruso regiony DNR ir Tag DNR polimerazé pratgsia,
pailgina pradmenis, kad gauty dar viena $io regiono, srities, kopija (1.4A pav.). Sis procesas
pakartojamas terminio ciklavimo, kad sustiprinty specifinj virusinés DNR regiong, suteikiant
galimybe aptikti ir i§ mazy viruso titry [119, 126-128]. Taip pat yra multipleksiniai PGR, kur
keletas skirtingy pradmeny rinkiniy, atpazjstanciy skirtingas sekas, yra naudojami vienu metu
kartu su apribojimo tipavimo tyrimu, kuris leidzia atskirti skirtingus galvijy herpes virusus
[126, 129, 130]. Vis délto DNR padauginimas (angl. amplifying) diagnozés tikslais gali
sukelti su tuo susijusiy problemy. Yra biitina po PGR gauto produkto manipuliacija, kad biity
galima iSanalizuoti rezultatus vizualiai agarozés gelyje, naudojant elektroforeze. Tai suteikia
daug galimybiy virusinei DNR uZtersti kitus méginius [131]. Sios problemos paaiskina
sveikinting atsaka j perspektyva, naudojant realaus laiko PGR, kuriame tyrimai atliekami
viename uzdarame mégintuvélyje.

Realaus laiko PGR stebi pasirinkto DNR regiono amplifikacijg per reakcijg uzdaroje
sistemoje. Kad papildyty specifinius pradmenis, fluorescenciskai Zymétas zondas taip pat yra
suprojektuotas prisijungti prie pasirinktos sekos [132]. Toliau trumpai pristatomos 5
naudojamos medziagos, kurias analizuoja ir apraSo jvairiis autoriai. DNR suriSantys
fluoroforai, tokie kaip SYBR Zalia, fluorescencinis daziklis, jungiantis DNR, taip pat gali biiti
naudojamas vietoj zondo, bet tai néra specifiSka sekai (taikiniui), todel jis bus susietas su
visomis dvigubomis DNR, gautomis per reakcija, o tai gali sukelti klaidingai teigiamus
rezultatus dél pradmens/dimero deriniy, todél jis yra maziau tinkamas jrankis diagnostikai.
Hybzondai yra linijiniai oligozondai, kuriuose yra donorinio fluoroforo prieSsroviniame zonde
3' gale ir akceptorinio fluoroforo, esancio pasroviniame zonde 5' gale. Hibridizacijos metu Sie
fluoroforai sgveikauja, kad sukurty FRET (fluorescencijos rezonanso energijos perdavimo)
signalg. 5' nukleazes oligozondai, tokie kaip TagMan zondai, naudoja fluoroforo reporterj, o
slopiklis-gesiklis (angl. quencher) lieka salia zondo, fluorescencija nepasireiskia, bet po to
specifinis jungimasis prie sekos (taikinio) suzadina Taq polimerazés 5'-3'endonukleazés
aktyvuma, kuris degraduoja zonda, taip leidziant atskirti fluoroforo reporterj ir slopintuva, dél
to jvyksta fluorescencija, patvirtinanti detekcijg ir kiekybiskai jvertinama norimga seka (1.4B

pav.). ,,Plauky segtuky“ oligozondai turi slopintuva ir fluoroforg terminaliniuose galuose ir
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lieka arti vienas kito tol, kol hibridizuojasi su seka (taikiniu), kai ,,plauky segtuko* struktiira
perkeliama j atvirg konfigiiracija, kad biity iSlaisvintas FRET signalas. Panasiai, kaip ir
»plauky segtukai®, oligonukleotidai yra savaime fluorescuojantys amplikonai, kuriuose yra
,,skorpiono® ir ,,saulétekio” pradmeny, integruojamy j PGR produktus [131]. Dél tobulinamy
technologijy, kurios leidzia sumazinti ciklo laika, realaus laiko PGR taip pat gali sumazinti
diagnozei reikalingg laikg [131]. Naudojant realaus laiko PGR, taip pat galima tiksliai
nustatyti méginiy virusinés apkrovos kiekj, kuris yra naudingas steb¢jimui, klinikiniams
tikslams ir tyrin¢jimams [133]. Realaus laiko PGR turi tokius trikumus: nejmanoma nustatyti
pagausinto DNR fragmento dydZio, neatidarant sistemos, taip pat kyla kai kuriy dabartiniy
multipleksiniy galimybiy apribojimy dél prieinamo, galimo kanaly skai¢iaus aptikimo [131].
Neseniai pateiktas GHV-1 aptikimo protokolas, naudojant realaus laiko PGR, buvo sukurtas
sutelkiant démesj j tikslinés sekos nustatyma gB i§ GHV-1 buliy spermoje [134, 135]. Sis
metodas greitai tampa pirmenybiniu metodu diagnozei, jei tik yra galimybiy.

Daugelyje laboratorijy virusy i$skyrimas Igsteliy kultaroje ir fluorescuojantys
antikiiny tyrimai buvo pakeisti greita, labai jautria, pusiau kiekybine PGR. Realaus laiko PGR
tyrimai yra naudingi nustatant nedidelius viruso kiekius galvijy spermoje ar kituose
diagnostiniuose méginiuose [134]. Greitas vienos pakopos/zingsnio realaus laiko multipleksas
PGR buvo sukurtas, kad aptikty GHV-1, GRSV ir GPR3 méginiuose i$ galvijy kvépavimo
taky ligos atveju [136]. Tokios multipleksinés molekulinés diagnostikos sparciai vystosi dél
paklausos zmogaus patogenams nustatyti; komerciskai prieinama sistema dabar gali tikrinti

iki 14 kvépavimo taky virusy viename klinikiniame méginyje [118].

A) B)
RO RO R R RO R

l Denaturation of dsDNA
Fluorescent reporter

B A A A B B B BB BB BB EEBRERERERGERZBI Quencher
5 5 58N SEESESEESNESNESSE SN NN
l Annealingof primers

mr-]:m
Im._-_._-_-_._._-_-_-_._-_._._L..

l Extension of primers

l DNA amplification

I AN N NN NN NN ENse

I NN NN NN NNNENE
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1.3. Vakcinos

GHV-1 vakcinos yra labai tinkamos klinikinés ligos profilaktikai ir mazinant virusy
plitima, taCiau jos nepadeda iSvengti lauko virusy sukeliamos ribotos infekcijos. Gyvos
vakcinos, administruojamos intranazaliai arba j raumenis, dazniausiai naudojamos siekiant
apsaugoti rizikg turinéius galvijus. Intranazalinés vakcinos buvo atlickamos protrikiy metu.
Verselius galima skiepyti nuo 3 iki 4 savai¢iy amziaus (dar veikiant motininés kilmes
antikiinams), bet turéty biiti pakartotinai skiepijami nuo 10 iki 12 savaiciy. Galvijai, vyresni
nei 3 ménesiy, yra apsaugoti vienkartine doze, bet reikia kas 6 ménesius stiprinamosios
vakcinos apsaugai iSlaikyti [118, 137, 138]. Dauguma vakciny yra leidziama naudoti
verSingoms karvéms. GHV-1 vakcinos padermés daznai derinamos su kitais galvijy patogeny
vakcinos virusais, siekiant suteikti platesne apsaugg nuo pagrindiniy galvijy kvépavimo taky
ligy priezasciy, taciau kai kurios tokios kombinuotos vakcinos negalimos naudoti ver§ingoms
karvéms skiepyti (pvz., ,,Jmuresp RP* (Zoetis UK) visas virusas + GP3 (galvijy paragripo 3
virusas) [118, 137, 138].

Pagrindinés GHV-1 vakciny kategorijos biity modifikuotos gyvos, inaktyvuotos,
subvieneto, DNR ir vektoriumi paremtos vakcinos. Daugelio tipy vakcinos yra prieinamos ir
plac¢iai naudojamos kontroliuojant GIRT protriikius [139].

Vakcinos, kuriose yra gyvy virusy, sukelia latenting infekcijg ir gali paskatinti
reaktyvuoto vakcinos viruso plitimg (angl. viral shedding), kai skiriama intranazaliniu badu
[140, 141]. Taip pat yra pranesimy apie sukeltus abortus vaikingiems gyviinams, paskyrus
modifikuotas gyvas vakcinas [142, 143]. Inaktyvuotos vakcinos susideda i§ adjuvanto, skirto
inicijuoti imuninj atsaka, kombinuoto kartu su dideliu kiekiu inaktyvuoto viruso arba viruso
dalimis, pvz., glikoproteinais [11, 144, 145]. Naujausi tyrimai rodo, kad inaktyvuoty vakciny
veiksmingumas panasus, kaip ir modifikuotos gyvos vakcinos, bet gali biiti, kad yra

saugesnés néstumo metu [144, 146].

1.3.1. Zymétos (angl. marker) vakcinos

Zymétos, arba DIVA, vakcinos buvo sukurtos siekiant atskirti laukinio tipo infekcija
ir vakcinacijg, naudojant gE delecijos mutanting viruso versijg vakcinoje (1.3 lent.).
Antikiinai, esantys kaip vakcinacijos produktas, neatpazjsta gE, todél skiepyti gyvunai
specifiniame gE ELISA tyrime suteiks neigiamus rezultatus, o kitose analizése, pvz., gB arba
visu (angl. whole) virusu pagrjsty ELISA testy arba SNT, lieka teigiami [147, 148]. Sios
vakcinos daugiausia buvo naudojamos keliose Europos Salyse kaip dalis sekmingos
i$naikinimo schemos. Sios istrinto gE vakcinos suteikia prana§uma, kad pakartotinis

i$siskyrimas sumazéja, jei virusas yra vél suaktyvintas po latencijos [3].
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1.3 lentelé. Galvijy I tipo herpes viruso (GHV-1) antikiiny biisenos tyrimy rezultaty apzvalga
[118].

Iprastiné vakcina Zyméta vakcina
Gyviino bukle gB ar viso viruso | g€ ELISA | gB ar viso viruso | gE ELISA
ELISA ELISA
Nevakcinuotas ir nepaveiktas GHV-1 | Neigiamas Neigiamas | Neigiamas Neigiamas
Nevakcinuotas/vakcinuotas ir Teigiamas Teigiamas | Teigiamas Teigiamas
paveiktas GHV-1
Vakcinuotas ir nepaveiktas GHV-1 Teigiamas Teigiamas | Teigiamas Neigiamas

Taciau jos buvo kritikuojamos dél daugelio priezasc¢iy: vakcinos sumazina viruso
replikacijg ir transliacija, bet jos netrukdo infekcijai, todél serologinis paplitimas daznai
iSlieka didelis tose srityse, kuriose buvo bandyta naudojant vakcinacijg atlikti
likvidacijg/iSnaikinimg [149]. Kadangi vakcinos yra gyvos, jos buvo kritikuojamos kaip
prieStaraujancios iSnaikinimo tikslui [150]. Imuninis atsakas j gE po natiiralios infekcijos yra
silpnesnis nei daugiau imunodominuojanciy glikoproteiny, tokiy kaip gB. gE c-ELISA
jautrumas yra mazesnis nei 72—93 proc., palyginti su SN bandymais arba gB c-ELISA [151].
Anksciausia anti-gE antikino detekcija gE ELISA tyrimu yra uzdelsta — kartais po 3 savaiciy
po gB atsako [152]. Mazesnis gE c-ELISA jautrumas yra trilkumas atliekant atskiry gyviiny
tyrimus, bet pakankamas jautrumas bandos lygiu pasiekiamas, kai iStiriama daug serumo ar
pieno méginiy. Vis délto dabartiniai metodai Siuo metu yra pernelyg nejautriis, kad biity
galima praktiSkai taikyti talpykly pieno tyrimams. Buvo jrodyta, kad pieno koncentravimo
procediira leidzia geriau nustatyti GIRT gE-teigiamo pieno méginiuose [153]. Naujausias
netiesioginés gE ELISA panaudojimo tyrimas gali biiti, kad ne tik patvirtina ELISA
tinkamuma, bet ir paskatina plétojima netiesioginés gE ELISA, skirty GHV-1 infekcijos
stebéjimui bandose, skiepytose Zymétomis vakcinomis [154].

Panaikinto gE vakcinos yra gautos i§ maZo virulentiSkumo téviniy kamieny. gE
nebuvimas veda prie tolesnio susilpninimo sumazinant viruso gebéjima plisti 18 Igstelés |
lastelg. Taciau, nepaisant jy saugaus naudojimo jau daugel] mety, kyla pagristas
susirtipinimas, kad pasalinto gE vakcinos gali rekombinuotis su laukinio tipo virusu
koinfekcijos metu. Toks rekombinavimas buvo pademonstruotas eksperimentiskai [5].
Generavimas gE-neigiamy virulentiniy GHV-1 padermiy yra potenciali grésmé likvidavimo
schemoms bei programoms. Siekiant sumazinti $ig grésme, buvo pagaminta dvigubos
delecijos vakcina, kurioje gE ir timidino kinazés genai buvo pasalinti. Timidino kinazés
delecija yra susijusi su virusinio neurotropizmo sumazinimu ir latencijos lemiamy sunkumy
sumazinimu, kuris pasiektas vakcina [155]. Nors rekombinacijos rizika tarp latentinio lauko
tipo ir gE delecijos virusy laitkoma maZa esant lauko saglygoms, manoma, kad dvigubos
delecijos vakcinos yra saugesnis pasirinkimas, nes sumazina vakcinos viruso plitimo rizikg ir

rekombinacijos jvykius [151].
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1.3.2.Naujuy vakciny kiirimas, tyrimai

Tyrimai rodo, kad naujagimiams, dazniausiai labiausiai paZeidziamiems infekcijy,
modifikuotos gyvos ir nuzudytos vakcinos ne itin veiksmingos dél imuninés sistemos
nebrandumo ir interferencijos motinos antikiinais. Nauji metodai naudoja DNR vakcinas
imunitetui sukelti kaip viena i3 §ios problemos sprendimo biidy. Sios naujos vakcinos,
aprasytos kaip antigeng koduojancios bakterinés plazmidés, yra iSbandomos siekiant i§spresti
naujagimiy GHV-1 protriikiy problema [150]. Sios plazmidinés DNR vakcinos turi sekas,
koduojancias 3 pagrindinius imunodominantinius GHV-1 glikoproteinus — gC [156], gB [157]
ar gD [158-160]. Taip pat siekiama sumazinti intramuskulinj vakciny tiekimag dél Zalos
audiniams, dél kurios atmetama mésa, todél intranazaliniai metodai yra labiau pageidaujami,
kai tik yra jmanoma atlikti [150]. Kaip tik Sie konstruktai iskélé galimo skiepijimo be adatos
naudojimo galimybe [150, 161]. N¢é viena i$ dabartiniy vakcinos strategijy néra konkreciai
skirta sisteminiam viruso plitimui sustabdyti, nes yra per mazai Zinoma apie sisteminio
i§plitimo mechanizmus. Vakcinuojant nuo artimai susijusio EHV-1 viruso, atlikti tyrimai
infekcijos imuninio atsako metu parodé, kad veiksminga vakcina, uzkertanti kelig sisteminiam
plitimui, pareikalauty auksto virusa neutralizuojancio antikiiny titro, kombinuoto su
padidéjusiu citotoksiniu imuniniu atsaku, aktyvacijos [162, 163].

Vis dar atliekami tyrimai ir kuriamos naujos kartos vakcinos. Idealios vakcinos
turéty bati saugios ir be veiksmingumo problemy. Kelios vakcinos buvo iSbandytos — jas
daugiausia sudaro glikoproteinai B, C arba D, iSreiksti skirtingose sistemose, tokiose kaip
transfekuotos Igsteliy kultaros [164], rekombinantiniai bakulovirusai [165], rekombinantiniai
adenovirusai [166—169] ar rekombinantinis tabako mozaikos virusas [170]. gD paremtos
vakcinos yra veiksmingiausios mazinant klinikines ligas ir i§skiriant virusus, kai jos yra
suformuotos su veiksmingais adjuvantais. Pavyzdziui, chitozanai [171] ir CpG
oligodeoksinukleotidas [161, 172], taip pat yra naujy adjuvanty, kurie zymiai sustiprina
apsauginj imuninj atsaka, kaip rodo padid¢jes neutralizuojantis antikiiny titras, sumazéjes
klinikiniy ligy atvejy skaicius bei sumazéjes virusy plitimas po i§skyrimo (angl. shedding). Iki
Siol yra sukurta daug eksperimentiniy vakciny. GHV-1 vakciny tema placiai apzvelge S. van

Drunen Littel-van den Hurkas [150].

1.4. Kontrolé ir likvidavimas

GHV-1 kontrolé ir galutinis likvidavimas yra pagrjsti uzkrésty gyviny aptikimu ir
pasalinimu infekuoty gyviiny, naudojant arba nenaudojant zyméty vakciny. Kaip alternatyva
gali biiti imtasi pakartotinio uzkrésty bandy skiepijimo, siekiant padidinti apsauga, sumazinti

ligos poveik] ir latentinés infekcijos rizika, kad virusas vél nepasklisty. Kontrol¢ dazniausiai
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yra vakcinacija, kad biity iSvengta pradinés infekcijos. Naikinimo schemos buvo sékmingos
keliose Europos Salyse, kur buvo taikoma vakcinacija ar seropozityviy gyviiny skerdimas,
atrenkant regionuose, kuriuose yra mazas seropozityvumas [11, 149]. I$naikinimo schemos
naudojant DIV A strategija gali buti taikomos bandos, regiono ar nacionaliniu lygiu, bet
reikalauja ilgalaikio planavimo, visapusiSko GHV-1 biologijos supratimo ir jsipareigojimo
valdyti praktikas, kurios sumazina viruso plitima. Jei néra nacionalinés politikos ar darnaus

pramonés tikslo, kontrolés metodas turi bati pasirinktas bandos lygiu [118].

1.4.1.Bandos lygio kontrolé
Kiekvienoje GIRT kontrolés strategijoje yra 4 etapai: bandos sveikatos planavimas,
jskaitant biologinio saugumo patikrg; infekcijos masto nustatymas; ligos ir jos plitimo

kontrolé; reguliarus steb¢jimas, kad liga islikty kontroliuojama.

Bandos sveikatos planavimas

Svarbu suvokti GHV-1 keliamos vietinés rizikos jtakg [173]. Atsizvelgiant j placiai
paplitusig viruso prigimtj, infekcijos rizika visuomet reikalauja budrumo, ypac perkant
galvijus. Dél ligos sunkumo kintamumo sunku jvertinti ekonominj poveikj. Taciau
vakcinacijos nauda tikétina, nes padeda sumazinti daugelio ligy protrikiy sukeliamus
nuostolius. Didelés rizikos galvijai, pvz., telyCios, pateke j endemiskai uzkréstg banda, turéty
buti skiepijami. Aukstos vertés iStekliai, skirti eksportuoti, arba buliai, skirti ES patvirtintiems
dirbtinio apvaisinimo centrams, negali buti skiepijami; galvijai, kuriuose aptinkama GHV-1
antikiiny (iskaitant vakcininius), yra neleidziami j GHV-1 neturincias $alis ir dirbtinio
apvaisinimo centrus [118]. Bandos sveikatos planavimas turéty remtis aiSkiomis biologinio

saugumo taisyklémis ir loginés kontrolés programomis su vakcinomis arba be jy [174].

Infekcijos masto nustatymas

Infekcijos apimties nagrinéjimas apima GHV-1 antikiiny tyrimus kraujyje arba piene.
Tiriamieji bandymai gali apimti talpykly pieno (BTM) testus arba individualius kraujo ar
pieno tyrimus suaugusiyjy bandoje. EndemiSkai uzkréstose pieninése bandose reguliariai
esant aukStam BTM antikiiny lygiui, gali biiti naudinga iStirti pieng 1§ pirmos laktacijos
tely¢iy, kad bty galima stebéti jauny gyvuliy infekcijos lygj. Taciau i§samus tyrimas
atliekamas tiriant visus gyviinus, kurie yra ne jaunesni nei 12 mén., ir visus jaunesnius

gyvinus, kurie buvo auginti ne bandoje [118].

Ligos ir jos plitimo kontroliavimas
Bandoms, kurios, kaip nustatyta, yra be infekcijos, reikalingas akylas biologinis

saugumas, kad ir i8likty be infekcijos, o dél zymétos vakcinos turéty biiti apsvarstyta, jei
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banda yra didelés rizikos vietoveje. Uzkréstos bandos gali biiti likviduojamos dél infekcijos
ne naudojant vakcing, o pasalinant seroteigiamus gyviinus ir kuriant jauny, neuzkrésty galvijy
seroneigiamas veislines bandas [175-178]. Savininkai, turintys keleta seroteigiamy gyviny
bandose, gali apsvarstyti iy gyviiny pasalinima, kad bty pasiekta infekcijos likvidacija
(angl. freedom from infection). Taciau, kai infekcija yra plac¢iai paplitusi, kontrolés pagrindas
— vakciny naudojimas. Zymétos vakcinos yra pageidautinos, nes jy stimuliuojamas antikiinas
gali biiti atskiriamas nuo GHV-1 antikiino, kuris seka natiiralig infekcijg. Palaipsniui gali biiti
padaryta pazanga, kai uzsikréte gyvinai palieka bandg. Akreditacija be infekcinio statuso

(angl. freedom) pasiekiama po dviejy aiSkiy bandy tyrimy nuo 1 iki 12 ménesiy.

Reguliarus stebéjimas

Patartinas kasmetinis stebéjimas. Kai kuriuose Saltiniuose minima, kad tai turéty
apimti statistiSkai pagrjsto méginio tyrimg i§ kiekvienos galvijy, vyresniy nei 12 mén., grupés,
taip pat veislinius bulius ir jveZamus gyvinus. Pieno bandose reguliariai (pvz., kas ketvirtj)
stebéti BTM dél GHV-1 antikiiny. Antikiiny stebéjimo metodas yra placiai naudojamas

kasmet stebint nemelziamy galvijy bandas [118].

1.4.2.Nacionalinio lygio kontrolé

ES pripazino GIRT kaip liga, kurig reikia reglamentuoti prekyboje tarp nariy
valstybiy, ir tai paskatino $alis priimti GIRT likvidavimo schemas. Austrija, Danija, Suomija,
Norvegija, Svedija, Sveicarija ir Bolcano regionas Italijoje i$naikino GHV-1. Jy santykinai
Zemas serologinio paplitimo lygis leido jiems pasirinkti testavimo ir paSalinimo strategija be
vakciny.

Kitos Europos $alys émési nacionaliniy arba tarptautiniy regioninés kontrolés
programy, kuriose naudojamos Zymétos vakcinos. Pagal ES direktyva 64/432/EEB, valstybés
narés arba regionai, kuriuose néra GIRT (10 straipsnio (II priedas 2014 m.) alys) arba kurie
turi privaloma GIRT ligos likvidavimo programa (9 straipsnio (I priedas 2014 m.) Salys), turi
teis¢ gauti papildomas garantijas, kai galvijai parduodami j §ias valstybes ar regionus (1.5

pav.) [179, 180].
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1.5 pav. 2016 mety Europos zemélapis, vaizduojantis $alis ir regionus Salyse, i$naikinusiose
infekcinj galvijy rinotracheitg (zalia spalva) (10 straipsnio Salys) ir jgyvendinusiose Europos
Sajungoje pripazintas kontrolés programas (geltona spalva) (9 straipsnio $alys). Salys, kuriose
néra pripazinty kontrolés programy, pazymétos raudonai [181].

Norint prekiauti su 9 straipsnio Salimis, galvijai turi:

e Biiti gabenami i$ iikio, kuris per paskutinius 12 ménesiy nebuvo paveiktas GIRT;

e Biti laikomi 30 dieny izoliatoriuje iki gabenimo ir neturi biiti nustatyta GIRT
pozymiuy;

e Ne anksciau, kaip praéjus 21 dienai po jy atgabenimo j karanting, turi bti atlikti
serologiniai testai, kuriy rezultatai turi bati neigiami: jei vakcinuoti, turi nebtti GVH-1
gE antikiiny, o jei nevakcinuoti, i§ viso turi nebiiti GHV-1 antikiiny.

Norint prekiauti su 10 straipsnio Salimis, galioja tie patys reikalavimai, tiktai galvijai
turi biiti nevakcinuoti nuo GIRT — vakcinuoti yra nejvezami.

Vokietijoje GHV-1 infekcijos kontrolé pagal jstatymus buvo vykdoma nuo 1997 m.
Iki 2008 m. 85 proc. visy pieniniy ir Zindeniy karviy bandy buvo laikomos nepaveiktomis, be
laukines riisies GHV-1 infekcijos, 0 2016 m. 11 i§ 16 federaliniy vienety buvo likviduoti del
ligos. Cekijos Respublika turéjo oficialiag GIRT likvidavimo programg nuo 2005 mety. 2012
m. Belgija tapo naujausia ES valstybe, kuri jvedé nacionaling privalomaja programa, ji tur¢jo
savanoriska programa ir naudojo tik zymeétas vakcinas nuo 1997 mety. Kitos Europos Salys

turi savanoriskos kontrolés programas [151].
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1.4.3. Tarptautinio lygio kontrolé

ISsamus tarptautinés GIRT/IPV kontrolés standartai yra pateikti Pasaulio gyviny
sveikatos organizacijos (OIE) sudarytame Sausumos gyviiny sveikatos kodekse [182].
Pirmuosiuose skyriuose (4.5-4.9) apraSomas spermos surinkimas ir perdirbimas bei rinkimas
ir apdorojimas in vivo gauty embriony, taip pat embriony/oocity, kurie yra mikromanipuliuoti
arba pagaminti in vitro. Buliai, teikiantys sperma tarptautinei prekybai arba eksportuojamy
embriony gamybai, turéty buti kilg i§ GIRT/IPV neturincios bandos ar dirbtinio apvaisinimo
centro. Jei taip néra, buliai donorai turéty buti laikomi izoliatoriuje spermos surinkimo metu ir
30 dieny po to, taip pat istirti dél GIRT/IPV kraujo méginiuose, paimtuose ne anksciau, kaip
po 21 dienos po spermos surinkimo; privaloma, kad gauti rezultatai biity neigiami. Jei
serologin¢ buliaus biiklé yra nezinoma arba jei bulius yra serologiskai teigiamas, kiekvieno
spermos rinkinio alikvotiné dalis turi biiti iStirta i$skiriant virusg arba PGR. GIRT/IPV
perdavimo rizika perduodant in vivo gautus embrionus yra laikoma nereik§minga, esant
salygai, kad embrionai yra tinkamai tvarkomi nuo surinkimo iki perdavimo, grieztai laikantis
,» Tarptautinés embriony perkélimo draugijos vadovo®. Embrionai turi biiti ne maziau kaip 10
karty iSplaunami buferiniame druskos tirpale praskiedziant maziausiai 100 karty tarp
kiekvieno plovimo ir papildomais plovikliais, kuriy sudétyje yra 0,25 proc. tripsino. Tik
embrionai su nepazeista zona pellucida (permatoma zona) ir be pasaliniy medziagy yra
tinkami perduoti.

OIE GIRT/IPV kodekso 11.8.2 skyriuje apibréziamos salygos, kurias turi atitikti, kad Salis
ar zona bty laikomos neuzkréstos viruso (angl. qualify as free) ir kad iSlaikyty $j statusg
[183]. Kad atitikty viruso likvidavimo statusa:

e PraneSimas apie ligg arba jtarimg dél ligos yra privalomas;

e N¢ vienas gyviinas nebuvo skiepytas nuo GIRT/IPV maZiausiai 3 metus;

e Bent 99,8 proc. bandy yra be GIRT/IPV.

Kad Salis ar regionas i§laikyty statusa:

e Serologiné patikra turéty bati atliekama kasmet — atsitiktiniuose méginiuose galvijy
populiacijos pakankamos suteikti 99 proc. lygio konfidencialumg GIRT/IPV
detektavimui, jei jo pateikiamas paplitimas virsija 0,2 proc. bandy;

e Visi importuoti galvijai turéty buti patvirtinti kaip neturintys GIRT/IPV;

e Visos importuotos galvijy spermos ir embrionai/kiauSialgstés turéty biiti patvirtinti
kaip surinkti, apdoroti ir saugomi atitinkamai pagal minétus OIE kodekso skyrius

[182].
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Tyrimo vieta. Tyrimai buvo atliekami 2017-2018 metais Nacionalinio maisto ir
veterinarijos rizikos vertinimo instituto Virusologiniy tyrimy skyriuje. Tyrimas atliktas
laikantis Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviny laikymo, priezitros ir naudojimo
reikalavimy, patvirtinty Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2012 m.

spalio 31 d. jsakymu Nr. B1-866 (Zin., 2012, Nr. 130-6595).

Tyrimo objektas. Tyrimo laikotarpiu IFA metodu dél GHV-1 gB buvo istirta 2115
galvijy kraujo serumo méginiy ir 888 — dél GHV-1 gE. Naudoti i$ visos Lietuvos jvairiy tikiy
ir pavieniy gyventojy i virusologiniy tyrimy laboratorijg atsiysti méginiai diagnostiniams
tyrimams atlikti.

Skirtingy gamintojy rinkiniy, skirty imunofermentinei analizei atlikti ir GHV-1
aptikti, palyginimas atliktas tarp QIAGEN ir IDEXX jmoniy, kurios toliau Siame darbe
apraSant ir analizuojant rezultatus vadinamos X ir Y jmonémis. Tam, kad bty galima
palyginti GIRT gE rinkinius, panaudoti 295 méginiai (teigiamy — 58, neigiamy — 239), 0
GIRT gB diagnostikai skirtiems rinkiniams palyginti istirti 172 méginiai (teigiamy — 13,
neigiamy — 159).

2.1. Medziagos

Tyrimui atlikti naudoti reagenty rinkiniai ir cheminés medZiagos surasytos 2.1.

lentel¢je. Naudota jranga ir nustatyti parametrai pateikiami 2.2. lenteléje.

2.1 lentelé. Naudoti reagenty rinkiniai ir cheminés medziagos.
MedZiagos, rinkiniai ’ Gamintojas
IDEXX IBR gB X3 Ab test — GIRT herpes-1
gB antikiiny nustatymo rinkinys
IDEXX IBR gE Ab test — GIRT herpes-1 gE
antikliny nustatymo rinkinys
Cattletype BHV1 gB Ab — GIRT herpes-1 gB
antikliny nustatymo rinkinys
Cattletype BHV1 gE Ab — GIRT herpes-1 gE
antikliny nustatymo rinkinys
Virkon S — dezinfekcinis tirpalas (1 proc.) DUPONT, Jungtin¢ Karalysté

IDEXX, Nyderlandai
IDEXX, Nyderlandai
QIAGEN, Vokietija

QIAGEN, Vokietija
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2.2 lentelé. Naudota jranga ir nustatyti parametrai.

Spektrofotometras ELx808 (automatinis mikroploksteliy
] ) ] ] BIOTEK, Jungtinés
analizatorius). Nustatyti parametrai: 450 nm (GIRT gB ] B
_ _ Amerikos Valstijos
tyrimams), 650 nm (GIRT gE tyrimams)
Centrifuga 5702. Naudoti parametrai: 1000-4400 aps. / min. EPPENDOREF, Vokietija
INNOVENS™ termostatas. Naudoti parametrai: +37°C +3°C

. ) ) JOUAN S. A., Pranciizija
(GIRT gE tyrimui), +18°C - +26°C (GIRT gB ir gE tyrimams)

2.2. Metodai

2.2.1. Imunofermentiné analizé
Veikimo principas.

Antikiiny pries galvijy 1 tipo herpes viruso glikoproteing B (GHV-1 gB AK) tyrimas
leidzia i$ galvijy paimto serumo, plazmos ir pieno méginiy nustatyti galvijus, uzsikrétusius
GHV-1 arba vakcinuotus glikoproteino B vakcina.

Galvijy tipo GHV-1 gE Ak yra jautrus tyrimas, skirtas antiktiny pries galvijy herpes
viruso 1 glikoproteing E (gE) nustatymui serume, plazmoje ir pieno méginiuose. Standartiniai
serologiniai metodai negali i$skirti nattraliai infekuoty ir vakcinuoty gyviiny, iSskyrus GIRT
vakcinas, kurios neturi gE virusinio baltymo, ir tai leidZia serologiskai atskirti nattraliai
infekuotus gyviinus nuo vakcinuotyjy. Galvijy tipo GHV-1 gE Ak specifiSkai detektuoja
antiktinus prie§ gE ir nereaguoja su antiktinais 1§ vakciny be gE antigeny. Todél §is metodas
identifikuoja gyviinus, kurie buvo infekuoti GHV-1 lauko kamienais ar vakcinuoti
vakcinomis su gE antigenu.

Galvijy tipo GHV-1 gB (arba gE) Ak nustatymui taikoma blokuojamoji
imunofermenting analize (2.1. pav.). Bandymo mikroploksteliy Sulin¢liai padengti
inaktyvuotu GHV-1 viruso antigenu. Testuojamo méginio GHV-1 specifiniai antik@inai
(1skaitant gE antikiinus) pirmo inkubavimo metu (méginiai yra atskiedZiami ir inkubuojami
Sulinéliuose) jungiasi prie imobilizuoto GHV-1 antigeno, t. y. bet kokie specifiniai BHV-1
antik@inai, esantys serume, sudaro GHV-1 antikiiny imuno-kompleksg ir lieka susijunge
Sulinéliuose. Nesusijungusi medziaga / junginiai pasalinami skalavimo biidu. Po plovimo anti-
galvijy antikiny imunoglobulinas, suri$tas su enzimu, jpilamas j plokstelés duobutes
inkubacijai. Sis konjugatas prisijungia prie imuninio komplekso. Po plovimo j plokstelés
duobutes jpiltas specifinis anti-GHV-1-gE arba gB (priklausomai nuo tyrimo — gE ar gB)
monokloniniy antiktiny konjugatas (Zymétas krieny peroksidaze) yra inkubuojamas

Sulin¢liuose. Jei méginyje néra gE (arba gB, priklausomai nuo atliekamo tyrimo) antikiiny,
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konjuguoti gE (arba gB) antiktinai jungiasi su gE (arba gB) antigenu. Ir atvirks¢iai, jei
meéginyje yra gE (arba gB) antikiiny, konjuguoty gE (arba gB) monokloniniy antikiiny
jungimasis su gE (arba gB) antigenu yra blokuojamas dél anksciau prie antigeninio
determinanto prisijungusiy testuojamame méginyje esanciy specifiniy GHV-1 antikiiny.
Nesusijunges anti-gB-krieny peroksidazes (arba anti-gE-HRP) konjugatas iSplaunamas. Po
plovimo pradedama spalviné reakcija: jpilama substrato tirpalo TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbenzidino), kuris sudaro mélyng junginj ir véliau, po blokavimo (,,sustabdymo*)
tampa geltonas. Spalvos intensyvumas priklauso nuo antikiiny koncentracijos tiriamame
serumo méginyje (kuo mazesnis intensyvumas, tuo didesné BHV-1 antikiiny koncentracija
méginyje; kuo didesnis spalvos intensyvumas, tuo mazesné méginio Ak koncentracija, tuo
daugiau i$ rinkinio prisijungusiy su fermentu suristy antikiiny. Optinis tankis (OT)
matuojamas spektrofotometru (450 nm gB, 650 nm gE). Blokavimo verté (inhibavimo
procentas) apskai¢iuojama pagal optinio tankio vertes, gaunamas su bandinio (testo méginio)
ir neigiamos kontrolés, kurioje néra GHV-1 specifiniy antiktiny. Neigiamas lygis nustatomas
naudojant neigiamg kontrolinj seruma, kuris nesukelia reakcijos ir turi biiti jpilamas j
kiekvieng plokstele. Teigiamas lygis yra nustatomas naudojant teigiama kontrolinj seruma,

kuris sukelia reakcija, ir turi biiti jpilamas 1 kiekvieng mikroplokstelg.

ISplaunamas neprisijunges
anti-galvijy Ak

Substratas
) Anti-galvijy Ak, Substratas
suristas su enzimu

Méginio
antiktinas
Meéginio
)k ) antikuinas ~

A

2.1 pav. Blokuojamos imunofermentinés analizés (IFA (angl. ELISA) schema.

33



GIRT serologinés diagnostikos (gE arba gB) taikant IFA metodika.

Méginiai. Kraujo méginiai imami i§ venos, pilami j vakuuminius mégintuvélius be
antigoagulianto, kad susidaryty kraujo serumas. IS 5 ml kraujo apytiksliai gaunama apie 1-2
ml kraujo serumo. Tiriamieji serumai iki tyrimo pradzios turi biiti laikomi Saldiklyje -20°C—-
30°C temperatiiroje. Jei méginyje susidaro kreSulys, serumas sunkiai pasiekiamas ar
susimaises, — jis atsargiai atskiriamas nuo kraujo naudojant pipete, nupilant arba
centrifuguojant ir perpilamas | sterilius mégintuvélius.

PasiruoSimas. PrieS pradedant tyrimg reagentai laikomi kambario temperatiiroje
(18-25°C). Pries naudojimg TMB substratg bitina laikyti tamsioje vietoje, kad jis nebtty
veikiamas intensyvios dirbtinés ar saulés $viesos). Jei plovimo tirpale (10x) matoma
nusistovejusiy druskos kristaly, juos galima istirpinti Svelniai maiSant ir Sildant. ParuoSiamas
plovimo tirpalas: koncentruotas (10x) plovimo tirpalas atskiedziamas distiliuotu / dejonizuotu
vandeniu santykiu 1:10. Jei vanduo nepakankamai $varus, tai gali turéti jtakos rezultatams,
todél patartina naudoti dvigubai distiliuota vandenj. Atskiedus plovimo tirpalas sumaiSomas.
Pavyzdziui: vienai plokstelei (96 Sulin¢liams) reikalinga paruosti 500 ml plovimo tirpalo (1x),
t. y. 50 ml plovimo tirpalo (10x) ir 450 ml distiliuoto vandens. Atskiestas tirpalas gali biti
naudojamas dar neiSnykus kristalams, taciau tik tokiu atveju, jei buteliukas (100 ml) bus
sunaudotas i$ karto. Kristalai atsiranda +5°C (+3°C) temperatiroje. Paruostas plovimo tirpalas
gali biiti laikomas vieng savaite +5°C (£3°C) temperattroje. Tyrimui skirtus méginius galima
naudoti Sviezius arba pries tai buvusius uzsaldytus.

GIRT gE tyrimy (X ir Y imoniy rinkiniy) procedira:
1. Kraujo serumo méginiy iSpilstymas:
1.1. Serumo méginiai ir kontrolés skiedziamos santykiu 1:2 su jau paruostu naudoti

meéginiy skiedikliu. Serumy iSpilstymas (2.3 lent.):

1.1.1. 50 pl paruosto naudoti méginiy skiediklio iSpilstoma j kiekvieng Sulinélj.

1.1.2. T Al ir Bl Sulinelius iSpilstoma po 50 pl neigiamos kontrolés (neatskiestos)
ir sumaiSoma su pries tai jpiltu skiedikliu (2.3 lent.).

1.1.3. ICl1 ir DI Sulinélius i$pilstoma po 50 pl teigiamos kontrolés (neatskiestos)
ir sumaiSoma su pries tai jpiltu skiedikliu (2.3 lent.).

1.1.4. 50 pl kiekvieno tiriamo méginio (neatskiesto) jpilama j kiekvieng likusj
Sulinélj ir sumaiSoma su pries tai jpiltu skiedikliu (2.3 lent.).

Kontrolés su skiedikliu méginius galima sumaiSyti naudojant purtykle, supurtant
baseiny turinj Svelniai kratant plokStelg arba pipetavimo metu pakartotinai jtraukiant ir vel

iSleidziant j Sulinélj jo turinj (méginys arba kontrolé ir skiediklis).
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2.3 lentelé. Méginiy ir kontroliy iSdéstymas. N — neigiama kontrol¢, T — teigiama kontrolé,
1 —meéginys Nr. 1, 2 — méginys Nr. 2 ir t. t.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

I & m m o O W >
w| N R~ A d Z Z

2. Inkubavimas. Skiesti serumo méginiai ir skiestos kontrolés inkubuojamos per naktj
(18-24val. (X rinkinio 16-22val.) kambario temperatiiroje (+18°C—+26°C) uzdengtoje
(dangteliu, aliuminio folija ar lipnia juosta) mikroplokstel¢je.

3. Plovimas:

3.1. Plokstelés turinys rankiniu ar automatiniu biidu iSkratomas.

3.2. Kiekvienas Sulinélis iSplaunamas 5 kartus pripildant po 300 pl paruosto plovimo
tirpalo (1x) ir pasalinant tirpalg i$ Sulinéliy po kiekvieno plovimo — iSkratant
plokstele.

3.3. Atlikus paskutinj plovima, plokstelé nusausinama sugeriamu popieriumi.

Cia svarbus atsargumas ir atidumas — biitina stengtis sumazinti bet kokia $ulinéliy
turinio patekima 1§ vieno ] kitg rizika, pasizitréti ir jsitikinti, kad gerai i§plauta ir néra jokiy
pasaliniy dariniy, kurie turéty jtakos rezultatams. Jei reikia, plovimg pakartoti.

4. Tkiekvieng baseing iSpilstoma po 100 pl paruosto naudoti Anti-BHV-1-gE HRP
konjugato. Palieckama inkubuotis 30 minuc¢iy kambario temperatiiroje (18-25°C).

5. Plovimas:

5.1. Rankiniu arba automatiniu biidu i§kratomas plokstelés turinys.

5.2. Kiekvienas Sulinélis i§plaunamas 5 kartus pripildant po 300 pl paruosto plovimo
tirpalo (1x) ir pasalinant tirpalg 1§ Sulinéliy po kiekvieno plovimo — iSkratant
plokstele.

5.3. Atlikus paskutinj plovima, plokstelé nusausinama sugeriamu popieriumi.

6. [ kiekvieng Sulinélj iSpilstoma po 100 ul TMB substrato tirpalo.

7. Paliekama inkubuotis 15 minuciy (atliekant X rinkiniu — 10 minuciy) kambario
temperatiiroje, tamsoje. Laikas pradedamas skaiciuoti nuo pirmo substrato tirpalu

pripildyto TMB Sulinélio.
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8. [T kiekvieng Sulinélj iSpilstoma po 100 ul ,,STOP* tirpalo. Tirpalas iSpilstomas tokia
pacia seka, kaip ir TMB substrato tirpalas.

9. Identifikavimas. Optinis tankis mikroplokstelés Sulin¢liuose nuskaitomas naudojant
mikroploksteliy skaitytuva (spektrofotometrg) ir matuojant 650 nm ilgio banga. Tai
reikia atlikti per 20 minuciy po reakcijos sustabdymo. Spektrofotometru pirmiausia
iSmatuojamas tuscias plokstelés baseinas (oras). [Smatavus OT nustatomas méginio

rezultatas (teigiamas arba neigiamas).

Rezultaty pateikimas. Y rinkinio gE rezultatai yra vertintini, kai neigiamos
kontrolés vidurkis atémus teigiamos kontrolés vidurkj yra didesnis arba lygus 0,3. X rinkinio
gE patikimi rezultatai, kai neigiamos kontrolés OT4sg reik§mé yra > 0,500. Teigiamos
kontrolés konkurencijos procentas yra didesnis nei > 75 proc.

Y rinkinio gE rezultaty apskai¢iavimas. Reikia apskaiciuoti kiekvieno meéginio S/ N
(méginys padalintas 1§ neigiamos kontrolés vidurkio (NCx) dyd;:

Meéginio OTgso reikSmé

S/N= NCx

Y rinkinio gE rezultaty apskai¢iavimas. Apskaic¢iuojamas kiekvieno méginio

blokavimo (B) procentas, parodantis antiktiny buvima:

Neigiamos kontrolés OTysp reikSmeés vidurkis — Méginio OTasp reikSme

B %= x 100

Neigiamos kontrolés OTysg reikSmés vidurkis

Kraujo serumo méginiy rezultaty interpretacija (Y rinkinio gE): serumo
méginiai, kuriy S / N yra < 0,60, yra laikomi teigiamais GHV-1 gE antigeno antikinams.
Serumo méginiai, kuriy S / N yra > 0,70, laikomi neigiamais GHV-1 gE antigeno antiklinams.
X rinkinio gE rezultaty interpretavimas: méginiai, kuriy blokavimo vertés < 40 proc., yra
neigiamos — specifiniy antiktiny prie§ GHV-1 gE negalima nustatyti arba jy nebuvo. Méginiai
su > 40 proc. ir < 50 proc. blokuojanciomis vertémis kelia jtarimy, todé¢l rekomenduojama
gyvinus, kuriy rezultatai rodo rizika, patikrinti pakartotinai. Méginiai, kuriy blokavimo vertés

yra > 50 proc., yra teigiami — nustatyta specifiniy antikiiny prie§ GHV-1 gE.

GIRT gB tyrimy (X ir Y imoniuy rinkiniy) procediira:
1. Kraujo serumo méginiy i$pilstymas:
1.1. Serumo méginiai ir kontrolés skiedziamos santykiu 1:2 su paruoS$tu koncentruotu
(10x) plovimo tirpalu (atliekant Y rinkiniu su jau paruostu naudoti méginiy

skiedikliu). Serumy iSpilstymas (2.3 lent.):
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1.1.1. 50 pl paruosto koncentruoto (10x) plovimo tirpalo (atlickant Y rinkiniu —
jau paruosto naudoti méginiy skiediklio) iSpilstoma j kiekviena Sulinél;.

1.1.2. Po 50 pl neigiamos kontrolés (neatskiestos) iSpilstoma j Al ir B1 Sulinelius
ir sumaiSoma su pries tai jpiltu skiedikliu (2.3 lent.).

1.1.3. Po 50 pl teigiamos kontrolés (neatskiestos) iSpilstoma j C1 ir D1 Sulinélius
ir sumaiSoma su pries tai jpiltu skiedikliu (2.3 lent.).

1.1.4. 50 pl kiekvieno tiriamo méginio (neatskiesto) supilama j kiekvieng likusj
Sulinélj ir sumaiSoma su pries tai jpiltu skiedikliu (2.3 lent.).

Sumaisyti méginius, kontroles su skiedikliu galima naudojant purtykle, Svelniai
kratant plokstele arba pipetavimo metu pakartotinai jtraukiant ir vél iSleidziant j Sulinélj jo
turinj (méginys arba kontrol¢ ir skiediklis).

2. Inkubavimas. Skiesti serumo méginiai ir skiestos kontrolés inkubuojami 2 valandas
(£5 min.) 37°C (£3°C) temperatiiroje, uzdengtoje (dangteliu, aliuminio folija ar lipnia
juosta) mikroploksteléje.

3. Plovimas:

3.1. Ploksteles turinys iSkratomas rankiniu arba automatiniu budu.

3.2. Kiekvienas Sulinélis iSplaunamas 5 kartus pripildant po 300 pl paruosto plovimo
tirpalo (1x) ir pasalinant tirpalg i$ Sulinéliy po kiekvieno plovimo — iSkratant
plokstele.

Jei paruoSiama daug ploksteliy, tokiu atveju galima palikti jas neilgiau kaip valandai
pilnas plovimo tirpalo ir tai neturés jtakos testo rezultatams.

3.3. Atlikus paskutinj plovima, plokstelé nusausinama sugeriamu popieriumi.

Cia svarbus atsargumas ir atidumas — biitina stengtis sumazinti bet kokia $ulinéliy
turinio patekimo i$ vieno ] kita rizika, pasizitiréti ir jsitikinti, kad gerai i§plauta ir néra jokiy
pasaliniy dariniy, kurie turéty jtakos rezultatams. Jei reikia, plovima pakartoti.

4. T kiekvieng baseing iSpilstoma po 100 pl paruosto naudoti konjugato. Palickama
inkubuotis 1 valandg (=5 min.) kambario temperatiiroje (18-25°C) uzdengtoje
ploksteléje.

5. Plovimas:

5.1. Plokstelés turinys iSkratomas rankiniu arba automatiniu biidu.

5.2. Kiekvienas Sulinélis iSplaunamas 5 kartus pripildant po 300 pl paruosto plovimo
tirpalo (1x) ir paSalinant tirpalg i§ Sulineliy po kiekvieno plovimo — iSkratant
plokstele. Paskutinis plovimas itin svarbus siekiant atlikti testa gerai.

5.3. Atlikus paskutinj plovima, plokstelé nusausinama sugeriamu popieriumi.

6. [ kiekvieng Sulinélj iSpilstoma po 100 ul TMB substrato tirpalo.
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7. Paliekama inkubuotis 10 minuciy kambario temperatiiroje, tamsoje. Laikas
pradedamas skai¢iuoti nuo pirmo substrato tirpalu pripildyto TMB Sulinélio.

8. Ikiekvieng Sulinélj iSpilstoma po 100 pl ,,STOP* tirpalo. Veiksmas atlickamas ta
pacia seka, kaip ir TMB substrato tirpalo.

9. Identifikavimas. Optinis tankis mikroplokstelés Sulinéliuose nuskaitomas naudojant
mikroploksteliy skaitytuva (spektrofotometrg) ir matuojant 450 nm ilgio banga. Tai
atliekama per 20 minuciy po reakcijos sustabdymo. Spektrofotometru pirmiausia
reikia iSmatuoti tuscig plokstelés baseing (org). ISmatavus OT nustatomas méginio

rezultatas (teigiamas arba neigiamas).

Rezultaty pateikimas. Y rinkinio gB rezultatai yra patikimi, kai neigiamos
kontrolés minimali OTysp reik§mé yra 0,500 (> 0,60 X rinkinio gB). Teigiamos kontrolés
konkurencijos procentas yra didesnis nei 80 proc. (= 75 proc. X rinkinio gB).

Rezultaty apskaiciavimas. Kiekvieno méginio blokavimo (B) procento, parodancio

antikiny buvima, apskaic¢iavimas:

Neigiamos kontrolés OTyso reikSmés vidurkis — Méginio OTyso reikSmé

B%= x 100

Neigiamos kontrolés OTys reikSmés vidurkis

Kraujo serumo méginiy rezultaty interpretacija (Y rinkinio gB): serumo
méginiai, kuriy B proc. yra < 45 proc. (X rinkinio gB ta pati reik§mé), laikomi paimti i§
galvijy, kurie neturi GHV-1 viruso antikiiny, — neigiamas. Serumo méginiai, kuriy B % yra >
45 proc. ir < 55 proc. (X rinkinio gB ta pati reitkSmée), laikomi jtariamais. Jtariamieji méginiai
abejotinais. Tokiu atveju geriausia dar kartg paimti gyvulio méginiy pavyzdZiy ir juos itirti i§
naujo (vakcinos gali sukelti Zymig serologine reakcija. Kolostraliniai (motininiai) antikiinai
aptinkami iki 6 ménesiy amziaus verseliuose). Serumo méginiai, kuriy B % yra > 55 proc. (X
rinkinio gB ta pati reikSme), laikomi paimtais 1§ galvijy, kurie turt GHV-1 viruso antiktiny, —
teigiami.

Metodo, rinkinio patvirtinimas. Y ir X rinkiniy, skirty GIRT gE aptikti, metodas
patvirtinamas atkuriamumu, kai atlikti dviejy méginiy matavimai dviejose plokstelése dviejy
Zzmoniy kartojant méginj po keturiolika karty parodé vienodas OT reikSmes. Pakartojamumas:
atlikti dviejy méginiy matavimai vienoje ploksteléje — vienas zmogus kartojo meginj
keturiolikg karty. Lyginant Siuos rezultatus su aukS$ciau pateiktais atkuriamumo rezultatais,
galima daryti i§vada, kad jie beveik identiSki.

Y ir X rinkiniy, skirty GIRT gB aptikti, metodas patvirtinamas atkuriamumu, kai

atlikti vieno méginio matavimai dviejose plokstelése dviejy zmoniy kartojant méginj po
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keturis kartus parodé vienodas OT reikSmes. Pakartojamumas: atlikti vieno méginio
matavimai — vienoje ploksteléje vienas zmogus kartojo meginj keturis kartus. Lyginant Siuos
rezultatus su aukSciau pateiktais atkuriamumo rezultatais, galima spresti, kad jie beveik

identiski.

2.2.2. Duomeny analizé

Zemélapiams sudaryti naudota QGIS 2.18.20 (atviro kodo geografin¢ informaciné
sistema (GIS). Lietuvos Respublikos teritorijos M 1:1 000 000 georeferenciniy erdviniy
duomeny rinkinys pagal tarptautinio projekto ,,EuroGlobalMap* reikalavimus —

EGM _1000LT, uzsakytas i§ geoportal.lt.

Duomeny statistiné analiz¢ atlikta naudojant ,,R3.5.3% ir ,,Excel 2010* programas.
Pirmiausiai buvo apskaiciuoti kintamyjy procentiniai dazniai. Tikrinant statistiniy iSvady
reik§minguma vertintas Chi kvadranto kriterijus (3°). Buvo tikrinama, ar proporcijos
reikSmingai skiriasi. Sprendimui priimti naudota p-reikSme ir pasirinktas reikSmingumo
lygmuo a = 0,05. Tuomet, jei p < a, hipotezé Hp atmetama. Jei p > a, hipotezé Hy
neatmetama.

Norint palyginti, ar dviejy skirtingy gamintojy rinkiniais gauty rezultaty vidurkiai
vienodi, pirmiausiai patikrinta, ar duomenys yra pasiskirst¢ pagal normalyji désnj. Tam
naudotas Sapiro-Vilk (angl. ,,Shapiro-Wilk*) testas. Visais atvejais buvo gauta, kad
duomenys néra pasiskirste pagal normalyji désnj (gautos p reikSmés < 0,0001, W=0,53962-
0,96998), todél naudotas neparametrinis priklausomy iméiy Vilkoksono (angl. ,,Wilcoxon®)

testas ir lyginta, ar skirstiniai vienodi, ar skiriasi.
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3. REZULTATAI

3.1. Dvieju skirtingy gamintojuy — X ir Y — komerciniy imunofermentinés analizés
rinkiniy palyginimas

Viena i§ §io tyrimo uzduociy — palyginti dviejy skirtingy gamintojy — X ir Y —
komercinius imunofermentinés analizés rinkinius, skirtus antikiinams prie§ galvijy infekcinio
rinotracheito glikoproteino B arba, priklausomai nuo lyginamy rinkiniy, gE aptikti. Sis
rinkiniy lyginimas yra paremtas jy jautrumu (nustatytu optiniu tankiu), kuris suteikia
galimybe aptikti atitinkamus antikiinus. Gauti skirtingy gamintojy rinkiniy — tiek skirty GIRT
gB, tiek gE — testy rezultaty vidurkiai buvo lyginami naudojant neparametrinj priklausomy
im¢iy Wilcoxon testa (kadangi duomenys néra pasiskirste pagal normalyjj désnj).

Atlikus bendrg GIRT gB testo méginiy (n =172, teigiamy — 13, neigiamy — 159)
optiniy tankiy palyginimg, gauta, kad V = 14803, p < 0,0001, kas reiskia, kad siy dviejy
skirtingy testy skirstiniai skiriasi statistiSkai reikSmingai. Staciakampéje diagramoje (angl.

boxplot) (3.1 pav.) matyti, kad X testu gautos reik§més yra didesnés.

1,4

1,2

1,0

Optinis tankis (450 nm)
0,8

02 04 06

i ‘
X Y
3.1 pav. X ir Y rinkiniais tirto GIRT gB testo méginiy (n = 172) staiakampé¢ diagrama.
Analizuojant gB teigiamy meéginiy (n = 13) optinius tankius, gauta, kad V = 56,
p = 0,4973. Tai rodo, kad $iy dviejy skirtingy testy skirstiniai yra vienodi. 3.2 pav. matyti, jog

gautos abiejy testy reikSmés statistiSkai reikSmingai nesiskiria.
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3.2 pav. X ir Y rinkiniais tirto GIRT gB testo teigiamy méginiy (n = 13) staciakampe

diagrama.
Analizuojant gB neigiamy méginiy optinius tankius, istirta, jog V = 12712, p <
0,0001 — S$iy dviejy skirtingy testy skirstiniai skiriasi statistiSkai reikSmingai. 3.3 pav.

pavaizduota, kad X testu gautos reik§més didesnés.
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3.3 pav. X ir Y rinkiniais tirto GIRT gB testo neigiamy méginiy (n = 159) staciakampé
diagrama.

Atlikus bendrg GIRT gE testo méginiy (n = 295, teigiamy — 58, neigiamy — 239)
palyginima, gauti rezultatai — V = 2715,5, p < 0,0001, — reiSkiantys, kad Siy dviejy skirtingy
testy skirstiniai skiriasi statistiskai reikSmingai. Grafike (3.4 pav.) pavaizduota, jog X testu

gautos reikSmeés yra mazesnes.
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3.4 pav. X ir Y rinkiniais tirto GIRT gE testo méginiy (n = 295) staciakampé¢ diagrama.
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Toliau analizuojant gE teigiamy méginiy optinius tankius, gauta V reik§me, kuri lygi

1255,5, ir p reik§mé — 0,0001931, — tai reikSmingai statistiSkai besiskiriantys testy skirstiniai.

3.5 pav. grafike matyti, kad X testu gautos reik§més yra didesnés negu Y testu.

‘D._
[—)
l-nn_
[=1

—

£

| =

3 =

© o

0

=

=

S

o 2

e °

=

[«

o
N__
[—]
‘-n—.
[—] L

3.5 pav. X ir Y rinkiniais tirto GIRT gE testo teigiamy méginiy (n = 58) staciakampé

diagrama.

Analizuojant gE neigiamy méginiy optinius tankius, gauti rezultatai (V = 544,5, p <

0,0001) reiskiantys, kad Siy dviejy skirtingy testy skirstiniai skiriasi statistiSkai reikSmingai.

Staciakampéje diagramoje (3.6 pav.) matoma, kad X testu gautos reikSmés mazesnés.

42



-]
‘Dh -
=+ | =]
. 8
£
o N
S - 8
2 8
5 o 2
o = .
£ .
o
« | o
=
o
@ | =3
(=1 =]
T 1
X Y
3.6 pav. X ir Y rinkiniais tirto GIRT gE testo neigiamy méginiy (n = 239) staciakampé

diagrama.

3.2. Aktualumas

2017 m. istirti 1485 galvijai (3.7 pav.). Siekiant pagristi §io darbo aktualuma, atlikta
gauty rezultaty statistiné analizé. Atlikus proporcijy lygybés testa nustatyta, kad GIRT gB ir
GVD (Ag) proporcijos yra lygios (p = 1) ir tiriamos dazniau negu GIRT gE (p < 0,0001, t. y.
p < 0.05), o GVD (Ak) istiriama daugiau negu GIRT gB (p < 0,0001) ir gE (p < 0,0001).
Tarp visy kity atliekamy tyrimy dominuoja GIRT gB bei gE (p < 0,0001).

2018 metais istirta 1417 galvijy (3.7 pav.). Atlikus analize¢ nustatyta, kad GIRT gB
tyrimas buvo atliekamas daZniau negu visi kiti tyrimai (p < 0,0001). GVD (Ag), GVD (AKk) ir
GIRT gB buvo istirta daugiau negu GIRT gE (p < 0,0001). GIRT gE ir GP3 (AKk) (p =
0.9631), RSV (Ak) (p = 0.07503) proporcijos lygios, tarp kity tyrimy gE iStiriama daugiau (p
< 0,0001).

Palyginus 2017 m. ir 2018 m. atlikty tyrimy pasiskirstyma paaiSkéjo, kad GIRT gB
tyrimy daznis 2018 m. padidéjo (p = 0.03129), bet 2017 m. GIRT gE buvo iStiriama daugiau
(p <0,0001) negu 2018 m.

Atlikus analize¢ paaiskéjo, kad tiek 2017 m., tiek 2018 m. tyrimy, susijusiy su galvijy
pirmo tipo herpes virusu, atlikimo daznis, palyginus su kitais atliekamais galvijy virusiniy
susirgimy tyrimais, didelis. Be to, per metus laiko padidéjo GIRT gB tyrimy uzsakymy
skaiCius bendry atliekamy tyrimy atzvilgiu, 1§ ko galima spresti, kad Lietuvoje Sie GIRT gB

tyrimai paklausis.
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3.7 pav. Nacionalinio maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo instituto Virusologiniy tyrimy
skyriuje atlikty galvijy virusiniy susirgimy tyrimy procentinis pasiskirstymas. 2017 metais 1§
viso istirti 1485 galvijai, 2018 metais — 1417 galvijy.

3.3. Sergamumas

[Sanalizavus per 2017 m. atlikty galvijy IRT gB antikiiny tyrimy duomenis paaiskéjo,
kad 1§ 1056 istirty galvijy — 87 proc. (n = 921) buvo seroneigiami, o seroteigiami sudaré
beveik 13 proc. (n = 132). Tik 0,28 proc. (n = 3) istirty méginiy laikyti jtariamais, t. Y.
apskaiciuota serumo méginio (su blokavimu) reikSmé didesné arba lygi 45 proc., bet mazesné
nei 55 proc. 2017 m. GIRT gB seroneigiamy galvijy aptikta daugiau negu seroteigiamy (p <
0,0001 (p < 0,05). Tyrimy rezultatai pateikti 3.8 paveiksle.

ISanalizavus per 2017 m. atlikty GIRT gE antikiiny tyrimy duomenis paaiskéjo, kad
18 591 istirty galvijy beveik 91 proc. (n = 537) buvo seroneigiami, o seroteigiami sudaré apie
9 proc. (n =53). Tik vienas (n =1, (0,17 proc.) méginys laikytas jtariamu. 2017 m. GIRT gE
seroneigiamy buvo aptikta daugiau negu seroteigiamy galvijy (p < 0,0001). Tyrimy rezultatai
pateikti 3.8 paveiksle.
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serologiniy tyrimy rezultaty pasiskirstymas.

20%

10% 0,28% 0,17%
(n=3) (n=1)

0%

[Sanalizavus per 2018 m. atlikty galvijy IRT gB antikiiny tyrimy duomenis (3.9 pav.)
paaiskéjo, kad i§ 1059 istirty galvijy — 86,50 proc. (n = 916) buvo seroneigiami, 0
seroteigiami sudaré 13,13 proc. (n = 139). Vos 0,38 proc. (n = 4) i$ iStirty méginiy buvo
laikomi jtariamais. GIRT gB seroneigiamy buvo iStiriama daugiau negu seroteigiamy (p <
0,0001).

[Sanalizavus per 2018 m. atlikty GIRT gE antikiiny tyrimy duomenis (3.9 pav.)
paaiskéjo, kad 1§ 297 istirty galvijy, beveik 91 proc. (90,57 proc.) (n = 269) buvo
seroneigiami, o seroteigiami sudaré apie 9,43 proc. (n = 28). [tariamyjy méginiy nerasta.

GIRT gE, kaip ir gB, daZzniau iStirta seroneigiamy negu seroteigiamy (p < 0,0001).
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3.9 pav. 2018 m. galvijy IRT gB (i$ viso istirti 1059) ir gE (i$ viso istirti 297) antikiiny
serologiniy tyrimy rezultaty pasiskirstymas.

Palyginus 2017 m. ir 2018 m. duomenis, iSkelta hipoteze, kad seroteigiamy rezultaty
tarp gB antikiiny proporcijos yra vienodos, buvo patvirtinta: p = 0,7149 (p > 0,05). Nustatyta,
kad ir seroteigiamy gE daznis vienodas: p = 0,9196 (p > 0,05). Remiantis tirti atveztais

meéginiais, sergamumo daznis per metus nepakito. Tyrimy rezultatai pateikti 3.10 paveiksle.
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3.10 pav. GIRT gB ir gE seroteigiamy rezultaty procentinis daznis 2017 m. — gB (i§ viso
istirti 1056) ir gE (i§ viso istirtas 591) — bei 2018m. — gB (i$ viso istirti 1059) ir gE (i$ viso
istirti 297) — palyginimas.

3.4. Pasiskirstymas pagal lytj

Atliekant tyrimg tikrinta hipotezé, ar 2017 m. teigiamy GIRT gB testo rezultaty
proporcijos vyry ir motery grupése (3.11 pav.) yra vienodos. Gauta p reikSme, kuri lygi
0,005422, t. y. p < 0,05, taigi hipotezé atmesta. ISvada: moteriskos lyties galvijams dazniau
nustatomas seroteigiamas GIRT gB.

Dar viena tyrimo hipotezé — kad 2017 m. teigiamy GIRT gE testo rezultaty
proporcijos vyriSkos ir moteriSkos lyties grupése (3.11 pav.) yra vienodos, tafiau dél per

mazos vyriskos lyties galvijy imties GIRT gE testo rezultaty negalima lyginti pagal Iytis.
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2% 3,23%
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0,00%
0%
Mot. Vyr.

3.11 pav. 2017 m. GIRT gB (i$ viso istirta: mot. 883, vyr. 124) ir gE (i$ viso istirta: mot. 490,
vyr. 74) seroteigiamy rezultaty procentinis daznis pagal lytj.

Tyrimo metu buvo tikrinama hipotezé, kad 2018 m. teigiamy GIRT gB testo
rezultaty proporcijos vyriSkos ir moteriSkos lyties grupése (3.12 pav.) yra vienodos. Gauta p
reikSmeé — < 0,0001, t. y. p < 0,05, taigi pradiné hipoteze, kad teigiamy GIRT gB testo
rezultaty proporcijos pagal lytj nesiskiria, atmetama. Nustatyta, kad moteriskos lyties galvijai

dazniau negu vyriskos buvo detektuojami kaip gB seroteigiami.
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Tikrinta hipotezé, ar 2018 m. teigiamy GIRT gE testo rezultaty proporcijos vyry ir
motery grupése yra vienodos. Gauta p reikSmé, lygi < 0,0001, t. y. p < 0,05, taigi hipoteze
atmesta. Galima daryti iSvada, jog moteriSkos lyties galvijams dazniau nustatomas

seroteigiamas GIRT gE.
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3.12 pav. 2018 m. GIRT gB (i$ viso iStirta: mot. — 559, vyr. — 468) ir gE (i§ viso iStirta: mot. —
59, vyr. — 228) seroteigiamy rezultaty procentinis daznis pagal lytj.
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Siekiant palyginti 2017 ir 2018 m. rezultatus (3.13 pav.), iSkelta hipotezé, kad
seroteigiamy moteriskos lyties rezultaty proporcijos tarp gB antikiiny yra vienodos. Hipotezé
buvo patvirtinta: p = 0,3174 (p > 0,05) — gB seroteigiamy moteriskos lyties galvijy daznis
nepakito. Taip pat iSkelta hipotezé, kad gB seroteigiamy vyriSkos lyties rezultaty proporcijos
2017 ir 2018 m. yra vienodos. Hipotezé buvo patvirtinta: p = 1 — gB seroteigiamy vyriskos
lyties galvijy daZznis nepakito.

Tesiant 2017 ir 2018 m. rezultaty palyginima (3.13 pav.), patikrinta, ar gE
seroteigiamy moteriskos lyties rezultaty proporcijos yra vienodos. Hipotez¢é buvo atmesta, nes
p <0,0001 (p <0,05). Tai rodo, kad moteriskos lyties galvijy sergamumas (tiriant su gE) 2018
metais, palyginti su 2017, padidéjo. Dél 2017 m. maZos vyriskos lyties galvijy imties (n = 74)
negalima lyginti 2017 ir 2018 m. gE seroteigiamy rezultaty pagal vyriska lytj.
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3.13 pav. GIRT gB ir gE seroteigiamy rezultaty procentinis daznis pagal moteriska lytj, 2018
m. (i$ viso istirta: gB mot. — 559 ir gE mot. — 59) ir 2017 m. (i$ viso istirta: gB mot. — 883 ir
gE mot. n — 490) palyginimas.

3.5. Pasiskirstymas pagal amziy

Siekiant patvirtinti arba paneigti iSsikelta hipoteze, kad 2017 m. seroteigiamy testo
rezultaty GIRT gB (3.14 pav.) skirtingy amziaus grupiy proporcijos yra vienodos, atliktas
proporcijy lygybés testas. Gauta p reikSmé < 0,0001, taigi hipotezé atmetama. Proporcijy
lygybés testas taip pat parodé, kuriose grupése daZzniau nustatoma seroteigiamy galvijy. Jy
daugiausiai buvo 0-1 ménesio grupéje — apytiksliai 42 proc. seroteigiamy. Didesné tikimybe,
kad Sioje grupéje bus gB seroteigiamas negu 2—6 mén. grup¢je, kur tokiy beveik 21 proc. (p =
0,002787). Kity amziaus grupiy pasiskirstymas toks: 7—12 mén. — 8 proc. (p < 0,0001), 13-24
mén. — 4 proc. (p < 0,0001) ir 25-60 mén. — 21 proc. (p = 0,009539). Pastebétina, kad 0-1
mén. proporcijos su 61-146 mén. amziaus grupe, kurig sudaro beveik 24 proc. seroteigiamy,
yra vienodos: p = 0,1087, t. y. p > 0,05. Seroteigiamy rezultaty proporcijos 2—6 mén. ir 25-60
mén. (p = 1), 2-6 mén. ir 61-146 mén. (p = 0,8954) amziaus grupése yra vienodos, gauta p
reik§meé > 0,05. Tod¢l teigiamo rezultato tikimybé Siose amZiaus grupése vienoda. 0—1 mén.,
2—6 mén. amZiaus grupése dazniau nustatoma seroteigiamy galvijy negu 7—12 meén. ir 13-24
meén. amziaus grupése (p < 0,0001). 7-12 mén. amZiaus grup¢je teigiami rezultatai daZnesni
negu 13-24 grupéje (p = 0,02248). gB seroteigiami rezultatai dazniau negu 7-12 mén. (p =
0,00495) ir 13-24 mén. (p < 0,0001) amziaus grupes pasitaikydavo 25-60 mén. Nepaminéti
amziaus grupiy palyginimai Siame darbe nepateikiami dél galimos nepatikimos rezultaty
analizés, nulemtos im¢iy skirtumy.

Atliekant tyrimg buvo iSsikelta hipoteze¢, kad 2017 m. skirtingy amziaus grupiy
teigiamy testo rezultaty GIRT gE (3.14 pav.) proporcijos yra vienodos. Atlikus proporcijy
lygybés testa gauta p reikSmé, lygi 0,002323, t. y. p < 0,05, taigi hipotez¢ atmesta. Atliktas
proporcijy lygybés testas, kurio tikslas — nustatyti, kuriose grupése statistiskai reikSmingai
dazniau nustatoma seroteigiamy galvijy. IStirta, kad 7-12 mén. amziaus tarpsniu seroteigiami

rezultatai, kurie sudaro apie 9 proc., pasitaiko dazniau negu 13-24 mén. (kur apytiksliai 2
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proc. seroteigiamy). Gautasis p = 0,001593 (p < 0,05). Taikant proporcijy lygybés testa
nustatyta ir dar viena grupé¢, kurios seroteigiamo gE pasireiSkimas statistiSkai reikSmingai
skiriasi (p = 0,003022) nuo kity — tai 25-60 mén. amziaus grupé, kurioje seroteigiamo gE
aptikti beveik 9 proc. — tai yra dazniau negu 13-24 mén. grupéje, kurioje, kaip jau minéta,
gauta apie 2 proc. teigiamy rezultaty. Likusiose grupése nebuvo nustatyto statistiSkai

reik§mingo skirtumo — p > 0,05.
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3.14 pav. 2017 m. GHV-1 infekcijos paplitimas pagal galvijy amziaus grupes (pagal GIRT
gB (i viso istirta: [0-1] n =59, [2-6] n = 145, [7-12] n = 204, [13-24] n = 499, [25-60] n =
86, [61-146] n = 34) ir gE (i8 viso istirta: [0-1] n =9, [2-6] n = 24, [7-12] n = 86, [13-24] n

=339, [25-60] n =93, [61-146] n = 7) antik@inus).

Pries§ atliekant tyrima hipotetiSkai manyta, kad 2018 m. atlikty tyrimy teigiamy testo
rezultaty GIRT gB (3.15 pav.) proporcijos skirtingose amziaus grupése yra vienodos. Atlikus
proporcijy lygybés testa gauta p reikSmeé < 0,05, taigi hipotezé atmesta. Tikslingai atliktas
proporcijy lygybés testas, kuriuo siekta nustatyti, kuriose grupése daZniau nustatoma
seroteigiamy galvijy. Nustatyta, kad didesné tikimybe, jog 25—-60 mén. amziaus grup¢, kurig
sudare 16 proc. gB seroteigiamy tyrimo rezultaty, bus teigiami negu 61-146 mén. (3,33 proc.
seroteigiamy) amZziaus grupes galvijai (p = 0,02451). Taip pat 25-60 mén. amziaus grup¢je
gB seroteigiami daznesni negu 2—6 mén. (p = 0,0348), 7-12 mén. (p < 0,0001) ir 13-24 mén.
(p < 0,0001) amziaus grupiy galvijy. Seroteigiamy rezultaty proporcijos tarp 2—6 mén., 7-12
mén. ir 13-24 meén. amziaus grupiy yra vienodos, gauta p reikSmé > 0,05, todél teigiamo
rezultato tikimybé Siose amZiaus grupése yra vienoda. Dél mazos 0—1 mén. amziaus grupés
imties, lyginant su kitomis amziaus grupémis, statistiné analizé, orientuota i 0—1 meén.
amziaus grupe, latkoma nepatikima, todél Siame darbe nepateikiama.

I$sikelta hipotezé, ar 2018 m. teigiamy testo rezultaty GIRT gE (3.15 pav.)
proporcijos skirtingose amziaus grupése yra vienodos. Atlikus proporcijy lygybés testa gauta

p reikSme, < 0,05, taigi hipotez¢ atmesta. Toliau atliktas proporcijy lygybés testas, kurio
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tikslas — nustatyti, kuriose grupése statistiSkai reik§mingai daZzniau nustatoma seroteigiamy
galvijy. Gauti duomenys, kad 7—-12 mén. seroteigiami rezultatai, kurie sudaro beveik 10 proc.,
pasitaiko dazniau negu 13-24 mén. (apytiksliai 2 proc. seroteigiamy), gautasis p = 0,01506 (p
< 0,05). Analizuojant kitas amziaus grupes nustatyta, kad likusioms amziaus grupéms taikomi
statistiniai metodai dél duomeny pasiskirstymo biity nepatikimi ir iSvados biity klaidingos,
todél gauti rezultatai nepateikiami.
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3.15 pav. 2018 m. GHV-1 infekcijos paplitimas pagal galvijy amziaus grupes (pagal GIRT
gB (i§ viso itirta: [0-1] n = 20, [2-6] n = 152, [7-12] n = 332, [13-24] n = 288, [25-60] n =
125, [61-146] n = 60) ir gE (i§ viso idtirta: [0-1] n = 2, [2-6] n = 15, [7—12] n = 103, [13-24]

n =125, [25-60] n = 28, [61-146] n = 10) antikiinus).

Palyginus 2017 ir 2018 m. rezultatus (3.16 pav.) buvo nustatyta, kad gE seroteigiamy
daznis 7-12 mén. amziaus grupéje nepasikeité: 2018 m. (9,71 proc.) liko toks pat kaip ir
2017 m. (9,30 proc.). Pastebéta, kad 2018 m. 7—12 mén. amziaus grupés seroteigiamy daznis
atitinka 2017 m. 25-60 mén. (8,60 proc.) amziaus grupés duomenis. Kitos gE 2017 m. ir
2018 m. lyginimo pagal amziaus grupes interpretacijos bty nepatikimos dél netinkamo
duomeny pasiskirstymo, tod¢l ¢ia neaptariamos.

Lyginant gB 2017 m. ir 2018 m. rezultatus (3.16 pav.) buvo aiskinamasi, ar nepakito
seroteigiamumas tose paciose amziaus grupese: proporcija tarp 2017 m. ir 2018 m. 0—1 meén.
amziaus grupiy yra vienoda — p = 0,264, taip pat ir 25-60 mén. amzZiaus grupéje (p = 0,4633).
2—6 mén. amZiaus grupiy proporcijos iSsiskyré (gauta p reikSmé — 0,00273): paaiSkejo, kad
2017 m. seroteigiamumo daZnis Sioje amziaus grupéje buvo didesnis (beveik 21 proc.) negu
2018 m., kuriais seroteigiamumas sudar¢ apytiksliai 7 procentus. 7-12 mén. amziaus grupéje
0B seroteigiami galvijai detektuoti statistiSkai reikSmingai (p = 0,0317) dazniau 2017 m. (8
proc.) negu 2018 m. (apytiksliai 4 proc.). Atlikus 13-24 mén. grupés analize paaiskéjo, kad

proporcija vienoda (p = 0,7655), gB seroteigiamumas Sioje amziaus grupéje nepakito.
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3.16 pav. GHV-1 infekcijos paplitimas pagal galvijy amziaus grupes, pagal GIRT gB
antiktinus. 2017 m. (i$ viso iStirta: [0-1] n =59, [2-6] n = 145, [7-12] n = 204, [13-24] n =
499, [25-60] n = 86, [61-146] n = 34) ir 2018 m. (i$ viso istirta: [0-1] n = 20, [2-6] n = 152,
[7-12] n = 332, [13-24] n = 288, [25-60] n = 125, [61-146] n = 60) palyginimas.
3.6. Pasiskirstymas pagal mety laikus

Atliekant tyrima tikrinta hipoteze, ar teigiamy 2017 m. GIRT gE testo rezultaty (3.17
pav.) proporcijos skirtingais mety laikais yra vienodos. Gauta p reikSmé < 0,05, taigi hipotezé
atmesta. StatistiSkai reikSmingai dazniau gE seroteigiamy rezultaty nustatoma ziemg negu
pavasar] (p < 0,0001) arba vasara (p < 0,0001). Proporcija su rudenj atlickamy tyrimy
rezultatais dél nepakankamo duomeny kiekio negal¢jo buti patikrinta.

Toliau analizuota, ar teigiamy 2017 m. GIRT gB testo rezultaty (3.17 pav.)
proporcijos skirtingais mety laikais yra vienodos. Gauta p reik§mé, kuri < 0,05, taigi hipotezé
atmesta. GIRT gB seroteigiami daZniau nustatomi Ziemg negu visais kitais mety laikais:
pavasar] (p < 0,0001), vasarg (p < 0,0001), rudenj (p < 0,0001). Taip pat gB seroteigiamy
rezultaty dazniau nustatoma rudenj negu pavasarj (p = 0,0006447) ar vasarg (p = 0,03296). Be

to, vasarg seroteigiamumas dazniau nustatomas negu pavasarj (p = 0,009682).
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3.17 pav. Galvijy IRT antikiiny tipy pasiskirstymas pagal mety laikus 2017 metais (i viso

iStirta: gB pavasarj n = 93, vasarg n = 543, rudenj n = 308, ziemg n = 109, gE pavasarj n =

152, vasarg n = 345, rudenj n = 55, ziemg n = 38).

Buvo tikrinama hipotezé, ar 2018 m. teigiamy GIRT gE testo rezultaty (3.18 pav.)

proporcijos skirtingais mety laikais vienodos. Gauta p reiksmé — < 0,05, taigi hipotezé

atmesta. StatistiSkai reikSmingai daZniau gE seroteigiamy rezultaty nustatoma pavasarj negu
rudenj (p = 0,03897).
Toliau buvo tikrinama hipoteze, ar teigiamy 2018 m. GIRT gB testo rezultaty (3.18

pav.) proporcijos skirtingais mety laikais yra vienodos. Gauta p reikSme — 0,0006635, t. y. p <

0,05, tad hipotez¢ atmesta. 2018 m. GIRT gB Ziema (gB seroteigiamy apie 4 proc.), prieSingai

negu 2017 m., seroteigiamy nustatoma reciau negu pavasarj — 16 proc. (p = 0,0008579) ir

rudenj — 14 proc. (p = 0.003456). Lyginant su vasara (5 proc.) nebuvo rasta reikSmingo

skirtumo (p = 0,5538) — Ziemos ir vasaros daznis toks pat. Pavasarj ir rudenj antikiiny

pasiskirstymas statistiSkai reikSmingai nesiskiria (p = 0,7418). 2018 m. vasarg maziau

detektuota gB seroteigiamy negu pavasarj (p = 0,0001) ir rudenj (p = 0,0002187).
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3.18 pav. Galvijy IRT antikiiny tipy pasiskirstymas pagal mety laikus 2018 metais (i viso
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iStirta: gB pavasari n = 193, vasarg n = 352, rudenj n = 222, Ziemg n = 288, gE pavasarj n =
13, vasarg n = 41, rudenj n = 228, ziemg n = 15).

Nustatyta, kad 2017 m. ir 2018 m. skirtingais mety laikais seroteigiamy gE daZnis

skiriasi (p < 0,05). Sergamumo daznis rudeni pagal gE 2018 m. (seroteigiami sudaro 39 proc.)

padaznéjes (p < 0,0001)palyginti su 2017 m.

rudeniu, kurio metu nebuvo detektuota

seroteigiamygalvijy. Sergamumo daznis ziemos metu pagal gE 2017 m. (seroteigiami sudaré

beveik 66 proc.) buvo statistiSkai reikSmingai (p < 0,0001) didesnis lyginant su 2018 m.,

kuriais ziemg i§ tiriamyju nebuvo detektuotas né¢ vienas gE seroteigiamas galvijas. Toliau

analizuojant paaiskéjo, kad 2018 m. vasarg statistiSkai reikSmingai maziau (p < 0,05) buvo

aptikta seroteigiamy galvijy (seroteigiamy gE galvijy sudaré tik 0,88 proc.) negu 2017 m.

vasarg (5 proc.). Tyrimy rezultatai pateikti 3.19 paveiksle.
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3.19 pav. 2017 m. (i$ viso istirta gE: pavasarj n = 152, vasarg n = 345, rudenj n = 55, Ziemg n
=38) ir 2018 m. (i§ viso istirta gE: pavasarj n = 13, vasarg n = 41, rudenj n = 228, Ziemg n =

15) galvijy IRT gE antikiiny tipo pasiskirstymo pagal mety laikus palyginimas.

Siekiant palyginti 2017 m. ir 2018 m. rezultatus (3.20 pav.), manyta, kad skirtingais

mety laikais seroteigiamy rezultaty proporcijos tarp gB antikiiny yra vienodos, taciau $i
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hipotezé buvo paneigta — p < 0,0001 (p < 0,05). Nustatyta, kad 2018 m. pavasario ir 2017 m.
pavasario seroteigiamy gB rezultaty skirtumas yra reikSmingas — p = 0,0001002 (p < 0,05).
2018 m. pavasarj seroteigiamy nustatyta dazniau negu 2017 m., kuriais i§ 93 tirty galvijy
pavasar] nebuvo diagnozuotas né vienas seroteigiamas atvejis. Taip pat nustatyta, kad
statistiSkai reikSmingo skirtumo (p = 0,136) tarp 2018 m. vasaros (5 proc.) ir 2017 m. vasaros
(apie 8 proc. seroteigiamy) nebuvo, gB seroteigiamy kiekis toks pat. Bet 2017 m. ziema
statistiSkai reikSmingai skiriasi, p reikSmé — < 0,0001. Tuo laiku seroteigiamy gB galvijy
detektuota daugiau, beveik 46 proc., negu 2018 m. ziema, kurios metu i§ tirty galvijy
seroteigiami sudaré apytiksliai tik 4 proc. Toliau analizuojant duomenis nustatyta, kad tarp
2018 m. rudens ir 2017 m. rudens Seroteigiamy gB rezultaty reik§mingo skirtumo néra — p =
0,6491 (p > 0,05).

50% 45,87%
(n=50)
45%
40%
35%
30%
25% H 2017 m.
20% 16,06% = 2018 m.
(n=31) 14,41%
15% 12,66% (n=32)
) 7,92% 1=
10% (n=43) 5,11% 3 82%
5% 0218) (n=11)
0,
0% 0,00%
Pavasaris Vasara Ruduo Ziema

3.20 pav. 2017 m. (i$ viso istirta gB: pavasarj n = 193, vasarg n = 352, rudenj n = 222, ziemg
n =288) ir 2018 m. (i$ viso iStirta gB: pavasarj n = 93, vasarg n = 543, rudenj n = 308, Ziemag
n = 109) galvijy IRT gB antikiiny tipo pasiskirstymo pagal mety laikus palyginimas.

3.7. Pasiskirstymas pagal veisl¢

2017 m. i§ viso tirti 27 skirtingy ir nezinomy (nenustatyty) veisliy galvijai. 18-0je
veisliy rusiy pagal gB ir gE nebuvo nustatyta seroteigiamy rezultaty. Todél toliau darbe
pateikiama 8 veisliy, kuriose aptikta teigiamy rezultaty pagal kurj nors vieng antikiiny tipa,
analizé. Taip pat vertinami vienos veislés (limuziny) (3.21 pav.), kurioje nebuvo rasta né
vieno teigiamo rezultato, bet buvo pakankamai didelis tiriamyjy skaicius (gB n =101, gE n
= 20), duomenys.

Taikant proporcijy lygybés testa iSsikelta hipoteze¢, kad seroteigiamumas tarp
skirtingy galvijy veisliy yra vienodas (tiek GIRT gB, tiek gE), buvo paneigta, gauta p reikSmeé
— < 0,05 (p < 0,0001). Analizuojant gautus GIRT gB IFA testo rezultatus (3.21 pav.),
pritaikius proporcijy lygybés testa, paaiskéjo, kad Lietuvos juodmargiams dazniau nustatomas

seroteigiamumas palyginti su mésiniais juodmargiais, angusais, limuzinais ir nezinomos
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veislés galvijais. StatistiSkai reikSmingai didesniu gB seroteigiamy tyrimo rezultaty kiekiu
negu limuziny veislés galvijai pasizymi ne tik Lietuvos juodmargiai, bet ir Lietuvos Zalieji,
holsteinai, nezZinomos veislés, aubrakai ir zalmargiai holSteinai. Juodmargiai mésiniai galvijai
statistiSkai reikSmingai neissiskyré palyginus su limuziny ir angusy veislés galvijais. Likusiy
veisliy (Lietuvos zaliyjy, holSteiny, nezinomos veislés, aubraky, Zalmargiy holsSteiny) galvijai
statistiSkai reikSmingai daZzniau nustatomi gB seroteigiamais negu juodmargiai mésiniai.
Likusi veislé, statistiSkai reikSmingai iSsiskirianti i§ kai kuriy kity, yra aubrakai. Jie labiau
linke biiti nustatomi seroteigiami gB antikiino atzvilgiu negu Lietuvos Zzalieji, nezinomos
veislés ir angusai, bet palyginus su Zzalmargiais holSteinais ir holSteinais statistiSkai
reikSmingas skirtumas nebuvo rastas. Visos gautos p reikSmés pateikiamos 3.1 lenteléje.
ReikSmingo skirtumo tarp nepaminéty veisliy nebuvo arba dél duomeny trikumo statistiné

analiz¢ biity buvusi nepatikima.

3.1 lentelé. Gautos p reik§Smés proporcijy tarp GIRT gB seroteigiamy veisliy (netirta — nes
netinkamos imtys).

Lietuvos Nezinoma Juodmargiai

Y e s o Aubrakai e Angusali Limuzinai
zalieji veislé mésiniai
(LIWvos |\ oirta | p=0,02374 Netirta p<0,0001 | p=0,004032 p < 0,0001
juodmargiali
HIE e X Netirta Netirta p < 0,0001 Netirta p < 0,0001
zalieji
Holsteinai Netirta Netirta p =0,05961 p <0,0001 Netirta p <0,0001
N‘““VZ;E‘I’;“ Netirta X Netirta | p = 0,0008566 Netirta p = 0,0007376
Aubrakai p=0,027 | p=0,005898 X p <0,0001 p = 0,0008026 p <0,0001
Zalrflar.glél Netirta Netirta p=1 p = 0,0002086 Netirta p < 0,0001
holsteinai
Juodmargiai | -\ ;i Netirta Netirta X p=0,5759 p = 0,4607
mesinial

Toliau analizuojant 2017 m. gautus rezultatus (3.21 pav.) atliekant GIRT gE IFA,
pritaikius proporcijy lygybés testa, paaiSkejo, kad seroteigiamy Lietuvos juodmargiy nustatyta
daugiau negu juodmargiy mésiniy (p = 0,00928), bet lyginant su Lietuvos Zzaliaisiais nebuvo
rasta statistiSkai reikSmingo skirtumo (p = 0,1132). Seroteigiami sudaré didesng¢ Lietuvos
zaliyjy, o ne holsteiny dali(p = 0,01459). Nezinomos veislés galvijy tyrimy rezultaty
didZiausiag dal} sudaré seroteigiami rezultatai lyginant su kitomis veislémis (Lietuvos
juodmargiai — p < 0,0001, Lietuvos zalieji — p < 0,0001, juodmargiai mésiniai — p < 0,0001,
holsteinai — p < 0,0001, limuzinai — p = 0,0001, angusai — p = 0,0008662). Tarp nepaminéty
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veisliy nebuvo reikSmingo tarpusavio skirtumo arba dél duomeny trilkumo statistin¢ analizé

biity nepatikima.

Zalmargiai holteinai

I——— 40,00% (n=2)

ATkl e 36,84% (n=14)
- 0,00%
Angusai g 4,605% (n=2)
Limuzinai 8'88://:
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NeZinoma veislé 12.82% (n=10 (n=25)
.. . . 0,00% m GIRT gE
Hol3teinai I 18,67% (n=14) B GIRT gB

Lietuvos Zalieji

-14,12% (n=12)
16,22% (n=12)
0,00%

B 1,75% (n=3)

07 fre
Lietuvos juodmargiai 1,41% (n—1g)5 77% (n=75)

30%

Juodmargiai x mésiniy veisliy
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3.21 pav. 2017 m. galvijy IRT gE ir gB seroteigiamy rezultaty pasiskirstymas pagal veisle (i$
viso istirta gB: Zalmargiai holsteinai — n = 5, aubrakai — n = 38, angusai — n = 43, limuzinai —
n = 101, nezinoma veislé — n = 78, holSteinai — n = 75, Lietuvos zalieji — n = 74, juodmargiai
X mésiniy veisliy— n = 171, Lietuvos juodmargiai —n = 291. I8 viso istirta gE: angusai —n =7,
limuzinai — n = 20, nezinoma veislé — n = 33, holSteinai — n = 49, lietuvos zalieji — n = 85,
juodmargiai x mésiniy veisliy — n = 106, Lietuvos juodmargiai — n = 216).

2018 m. 18 viso iStirtos 29 skirtingos ir nezinomos (nenustatytos) veislés. IS jy 22-0se
nebuvo nustatyta seroteigiamy rezultaty pagal gB ir gE, todél toliau Siame darbe pateikiama 8
veisliy, kuriose aptikta teigiamy rezultaty bent pagal kurj nors vieng antikiiny tipa, analizé.
Taip pat aptariamos dvi veislés (3.22 pav.), kuriose nerastas né vienas teigiamas rezultatas,
bet buvo pakankamai didelis tiriamyjy skai€ius: angusai pagal gB (gBn =117, gEn=15) ir
aubrakai (gB n =66, gE n=12). 2017 m. Siose grupése detektuota seroteigiamy galvojy, todél
ir dél galimo palyginimo Sios veislés analizuojamos ir remiantis 2018 m. duomenimis.

Taikant proporcijy lygybés testa iSsikelta hipotez¢, kad 2018 m. seroteigiamumas
tarp skirtingy galvijy veisliy yra vienodas, buvo paneigta, gauta p reikSmé — < 0,05.
Analizuojant 2018 m. gautus rezultatus (3.22 pav.) atliekant GIRT gB IFA, pritaikius
proporcijy lygybés testa paaiSkéjo, kad nezinomos veislés galvijams seroteigiamumas
nustatomas dazniau negu angusy (p < 0,0001), aubraky (p < 0,0001), sarolés (p = 0,0001524),
limuziny (p < 0,0001), Lietuvos juodmargiy (p < 0,0001), Zaliyjy mésiniy (p = 0,0005654),
juodmargiy x mesiniy (p < 0,0001) ir Lietuvos zaliujy (p < 0,0001) veisléms. Statistiskai

reikSmingais seroteigiamais tyrimo rezultatais (ju daZznumu, kiekiu) pasiZymi ir Lietuvos
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zalieji, kuriy 16,52 proc. tirtyjy — seroteigiami. Toks rezultatas palyginti su limuzinais, kuriy
tik 0,57 proc. (p < 0,0001), juodmargiais mésiniais galvijais — 2,20 proc. (p < 0,0001),
aubrakais — 0 proc. (p = 0,001201) ir angusais — 0 proc. (p < 0,0001), gerokai skiriasi. Taciau
su holsteiny 24,14 proc. (p = 0,4947), zaliujy mésiniy — 10,26 proc. (p = 0,491) ir Lietuvos
juodmargiy 8,43 proc. (p = 0,1472) veislémis statistiSkai reikSmingas skirtumas (p > 0,05)
nerastas, t. y. Siy veisliy, lyginant su Lietuvos zaliaisiais, gB seroteigiamumo tikimybe¢
vienoda. Kitos veislés nepaminimos dél duomeny trikumo, netinkamo jy pasiskirstymo, kas
padaryty jtaka analizei, leisty formuoti netinkamas iSvadas.

Toliau analizuojant 2018 m. gautus rezultatus (3.22 pav.) atliekant GIRT gE IFA,
pritaikius proporcijy lygybés testa, nustatyta, kad nezinomos veislés seroteigiamy yra daugiau
negu Lietuvos juodmargiy (p = 0,03896). Taciau lyginant su Lietuvos zaliaisiais statistiSkai
reikSmingo skirtumo (p = 0,6071) nerasta. Tarp Lietuvos zaliyjy ir Lietuvos juodmargiy
statistiSkai reikSmingas skirtumas (p = 0,1662) taip pat nerastas. Bet seroteigiami sudaré
didesn¢ Lietuvos zaliyjy, o ne Holsteiny (p = 0,0008066) dalj. Dél duomeny trukumo
negalimas adekvatus nepaminéty veisliy palyginimas, nes netinkamas pasiskirstymas biity

lémges nepatikimas iSvadas.

Angusai 888%
Aubrakai 8:88%
0,00

S

’

Sarole W 3,33% (n=1)

. .. 0,00%
Limuzinai 1 0,57% (n=1)

_ ) o 28,00%
Lietuvos juodmargiai 8,43% (n=7) (n=7)
N o N 0,00% M GIRT gE
Zalieji x mésiniy veisliy N 10,26% (n=4) HGIRT gB
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3.22 pav. 2018 m. tirty galvijy IRT gE ir gB seroteigiamy rezultaty pasiskirstymas pagal
veislg (iS viso istirta gB: angusai —n = 117, aubrakai — n = 66, Sarolé — n = 30, limuzinai —n =
176, Lietuvos juodmargiai — n = 83, zalieji x mésiniy veisliy— n = 39, juodmargiai x mésiniy
veisliy — n = 182, Lietuvos zalieji —n = 115, holSteinai — n = 29, neZinomos veislés — n = 116.
IS viso istirta gE: angusai — n =5, aubrakai —n =12, $arolé — n = 13, limuzinai —n = 11,
Lietuvos juodmargiai — n = 25, zalieji x mésiniy veisliy — n = 11, juodmargiai x mésiniy
veisliy —n = 109, Lietuvos Zalieji — n = 21, holSteinai — n = 19, neZinomos veislés — n = 15.

Siekiant palyginti 2017 m. ir 2018 m. rezultatus (3.23 pav.), iSsikelta hipoteze, kad

skirtingy veisliy seroteigiamy rezultaty proporcijos tarp gB antikiing yra vienodos, buvo
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paneigta (p < 0,05). Nustatyta, kad 2018 m. buves didesnis nezinomos veislés (p < 0,0001)
galvijy sergamumas negu 2017 m. Tokiy veisliy kaip aubrakai (p < 0,0001) ir Lietuvos
juodmargiai (p = 0,002973) 2017 m. gB seroteigiamy detektuota daugiau (aubraky sudaré
beveik 37 proc., Lietuvos juodmargiy 26 proc.) negu 2018 m., kuriais i§ tirty Lietuvos
juodmargiy gB seroteigiamy buvo 8,43 proc., o aubraky — 0 proc. Per metus holSteiny veislés
gB seroteigiamy galvijy daznis (p = 0,7256) statistiSkai reikSmingai nepasikeité, 2017 m.
holsteiny gB seroteigiami sudaré beveik 19 proc., 0 2018 m. apie 24 proc. Paminétina, kad gB
seroteigiamy Lietuvos Zaliyjy 2017 m. aptikta apie 16 proc., 0 2018 m. — apie 16,52 proc. (p =
1). Tarp nepaminéty veisliy dél duomeny trikumo nebuvo galimas palyginimas, nes
duomenys dél netinkamo pasiskirstymo buty statistiSkai nepatikimi, i§vados neadekvacios.
Dél im¢iy skirtumy arba per mazy imciy gautos gE seroteigiamy galvijy daznio 2017 m. ir
2018 m. pagal veisles iSvados nepatikimos, tod¢l grafikas nepateikiamas ir galimi rezultatai

neaptariami.
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3.23 pav. 2017 m. (i§ viso iStirta: angusai — n = 43, aubrakai —n = 38, limuzinai — n = 101,
Lietuvos juodmargiai — n = 291, juodmargiai x mésiniy veisliy —n = 171, Lietuvos Zalieji —
n = 74, holSteinai — n = 75, neZinoma veislé — n = 78) ir 2018 m. (i$ viso iStirta: angusai —n =
117, aubrakai — n = 66, limuzinai —n = 176, Lietuvos juodmargiai — n = 83, juodmargiai X
mésiniy veisliy — n = 182, Lietuvos zalieji —n = 115, holSteinai — n = 29, nezinoma veislé — n

= 116) galvijy IRT gB seroteigiamy rezultaty pasiskirstymo pagal veisl¢ palyginimas.
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3.8. Pasiskirstymas pagal rajonus

Pagal 2017 m. teigiamy gB rezultaty pasiskirstyma (3.24 pav.) savivaldybése galima
18skirti, kuriose 1§ jy per 2017 m. didziausig tirtyjy dalj sudaré seroteigiami galvijai: Jonavos
r. sav. (i8 tirtyjy 100 proc. gB seroteigiami), Kalvarijos sav. (100 proc.) ir Radviliskio r. sav.
(beveik 82 proc.). Antraja vieta pagal seroteigiamy rezultaty daznumg uzima Marijampolés
sav. (46 proc.), Kauno r. sav. (43 proc.), Pasvalio r. sav. (beveik 35 proc.) ir Sakiy r. sav.
(apytiksliai 27 proc.).

Teigiamy GIRT gB (Ak) daznis proc.

[ Netirta
] 0,0%
[ 00%-11,5%
B 11.5%-475%
Bl 47,5 %—100 %

3.24 pav. Galvijy IRT gB seroteigiamy rezultaty, remiantis 2017 m. atliktais tyrimais,
procentinis pasiskirstymas rajonuose.

Véliau tikrinta, ar 2017 m. teigiamy GIRT gB testo rezultaty (3.2 lent.) proporcijos
skirtinguose rajonuose vienodos. Gauta p reikSmé — < 0,05, tad hipotezé atmesta. Paaiskéjo,
kad GIRT gB Radviliskio rajone seroteigiamy nustatoma dazniau negu Pasvalio (p =
0,02346), bet daznis, lyginant su Marijampolés (p = 0,07922) ir Kauno (p = 0,05126) rajonais,
vienodas, nors subjektyviai gali atrodyti, kad Radviliskyje seroteigiamy dazZnis didesnis.
Proporcijos tarp Marijampolés, Kauno, Pasvalio ir Sakiy rajony vienodos (p > 0,05). gB
seroteigiamy galvijy tikimybé Siuose miestuose tokia pat. Marijampolés ir Kauno rajonuose
gB seroteigiamumas statistiSkai reikSmingai daznesnis (p < 0,05) negu Keédainiy, Lazdijy,
Vilniaus ir Raseiniy. Taip pat reikSmingai didesnis uz tokiy rajony kaip Elektrény, Kelmés,

Skuodo ir Panevézio, kuriuose nebuvo detektuota gB seroteigiamy galvijy. Pasvalio ir Sakiy
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rajonai ne tik pasizymi vienodomis proporcijomis (kaip ir Kauno bei Marijampolés rajonai),
bet ir gB seroteigiamumo tikimyb¢ ¢ia vienoda palyginti su Kédainiy ir Lazdijy rajonais (p >
0,05). Sakiy rajonas reiksmingai i$siskyré lyginant jj su Raseiniy rajonu (p = 0,0001739) —
nustatyta, kad Sakiy rajono galvijai, remiantis i§tirtu sergamumu, turi didesng tikimybe biti
gB seroteigiamais negu Raseiniy rajono. Raseiniy rajone gB seroteigiamy galvijy daugiau
detektuojama negu TelSiy rajone (p = 0,001216). Tarp nepaminéty rajony palyginimas
negalimas del duomeny trikumo, netinkamo jy pasiskirstymo, kai kuriy rajony mazy tyrimo

im¢iy, nes duomenys ir iSvados biity nepatikimos.

3.2 lentelé. 2017 m. galvijy IRT gB seroteigiamy rezultaty pasiskirstymas pagal rajonus.

Rajonas IS viso tirta, n | Teigiami GIRT gB, n | Teigiami GIRT gB (%)
Jonavos 7 7 100.00 %
Kalvarijos 5 5 100.00 %
Radviliskio 11 9 81.82%
Marijampolés 41 19 47.50 %
Kauno 46 20 43.48 %
Pasvalio 26 9 34.62 %
Sakiy 64 17 26.56 %
Kédainiy 27 3 11.54 %
Lazdijy 26 3 11.54 %
Vilniaus 19 2 10.53 %
Raseiniy 368 34 9.26 %
TelSiy 209 4 191%

2018 m. didZiausig tiriamyjy dalj sudaré seroteigiami galvijai (3.25 pav.): Kalvarijos
sav. (i§ tirtyjy 100 proc. gB seroteigiamy), Pasvalio r. sav. (75 proc.), Siauliy r. sav. (beveik
73 proc.), Pakruojo r. sav. (70 proc.), Pagégiy sav. (beveik 67 proc.) ir Anyks¢iy r. sav. (apie
58 proc.). Antrojoje vietoje pagal seroteigiamy rezultaty daznj: Moléty r. sav. (i$ tirtyjy apie
31 proc. gB seroteigiamy), Silutés r. sav. (25 proc.), Klaipédos r. sav. (25 proc.), Mazeikiy .
sav. (25 proc.), Zarasy r. sav. (apie 22 proc.), Kaisiadoriy r. sav. (20 proc.), Silalés r. sav.
(beveik 20 proc.), Alytaus r. sav. (apytikisliai 17 proc.), Birzy r. sav. (apie 15 proc.) ir

Plunggés r. sav. (beveik 13 proc.).
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3.25 pav. Galvijy IRT gB seroteigiamy rezultaty, remiantis 2018 m. atliktais tyrimais,
procentinis pasiskirstymas rajonuose.

Atliekant tyrimg tikrinta, ar 2018 m. teigiamy GIRT gB testo rezultaty (3.3 lent.)
proporcijos skirtinguose rajonuose yra vienodos. Gauta p reik§meé — < 0,05, hipotezé atmesta.
Todél buvo aiskinamasi, tarp kuriy rajony gB seroteigiamumo daznis statistiSkai reik§mingai
skiriasi. PaaiSkéjo, kad Kalvarijy ir Pakruojo rajonuose GIRT gB seroteigiamy galvijy
nustatoma daZniau negu Moléty, Silutés, Silalés, Birzy, Plungés, Raseiniy, Lazdijy rajonuose
(p < 0,05). Reik§mingai didesniu gB seroteigiamumu i3siskyré Silalés rajonas, jame didesné
tikimybé detektuoti gB seroteigiama galvija negu TelSiy (p = 0,006251), Lazdijy (p =
0,006823) ir Panevézio (p < 0,0001) rajonuose. Taip pat statistiSkai reikSmingai uZ PanevéZio
rajong didesniu gB seroteigiamumu pasizyméjo TelSiy rajonas (p = 0,02906). Statistiniais
metodais paremtas gB seroteigiamumo daZnio vienodumas buvo aptiktas tarp Silalés ir
Raseiniy (p = 0,3315), Siauliy ir Moléty (p = 0,08409), Anyksciy ir Moléty (p = 0,295),
Silutés ir Silalés (p = 0,6592), Silutés ir Raseiniy (p = 0,2253). Tarp nepaminéty rajony svarus
palyginimas negalimas d¢l duomeny trikumo: netinkamo jy pasiskirstymo, mazy imc¢iy kai
kuriuose rajonuose. Todé¢l, vengiant nepatikimy statistiniy rezultaty ir neteisingy iSvady,

rajony padétis neaptariama.
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3.3 lentelé. 2018 m. galvijy IRT gB seroteigiamy rezultaty pasiskirstymas pagal rajonus.
Rajonas IS viso tirta, n | Teigiami GIRT gB, n | Teigiami GIRT gB (%)

Kalvarijos 15 15 100.00 %
Pasvalio 4 3 75.00 %
Siauliy 11 8 72.73 %
Pakruojo 25 19 76.00 %
Pagégiy 3 2 66.67 %
Anyks¢iy 12 7 58.33 %
Moléty 16 5 31.25 %
Mazeikiy 4 1 25.00 %
Klaipédos 8 2 25.00 %
Silutés 32 8 25.00 %
Zarasy 9 2 22.22 %
KaiSiadoriy 5 1 20.00 %
Silalés 133 26 19.55 %
Alytaus 6 1 16.67 %
Birzy 13 2 15.38 %
Plungés 16 2 12.50 %
Raseiniy 30 3 10.00 %
TelSiy 144 11 7.64 %
Lazdiju 59 2 3.39 %
Panevézio 328 9 2.74 %

Pagal teigiamy gE rezultaty pasiskirstyma (3.26 pav.) savivaldybése galima iSskirti
tas, kuriose per 2017 m. didziausig tiriamyjy dalj sudaré seroteigiami galvijai — tai Pakruojo r.
sav. (i8 tirtyjy apie 96 proc. — gE seroteigiamy). Antrojoje vietoje pagal seroteigiamy rezultaty
daznuma — Jonavos r. sav. (45 proc.) ir Varénos r. sav. (apie 14 proc. gE seroteigiamy i§

tirtyjy).
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3.26 pav. Galvijy IRT gE seroteigiamy rezultaty, remiantis 2017 m. atliktais tyrimais,
procentinis pasiskirstymas rajonuose.

Tikrinta hipotezé, ar 2017 m. teigiamy GIRT gE testo rezultaty (3.4 lent.) proporcijos
skirtinguose rajonuose yra vienodos. Gauta p reikSme — <0,05, tad spéjimas atmestas.
Paaiskéjo, kad GIRT gE Pakruojo rajone seroteigiamy nustatoma dazniau negu Jonavos (p =
0,0001147). Siy dviejy rajony (Pakruojo ir Jonavos) seroteigiamumas statistikai reik§mingai
didesnis (p < 0,05) uZ tokiy rajony kaip Siauliy, Marijampolés ir Skuodo, kuriuose nebuvo
detektuota gE seroteigiamy galvijy. Tarp nepaminéty rajony palyginimas negalimas dél
duomeny trikumo, netinkamo pasiskirstymo ar kai kuriy rajony mazy imciy, kas lemty
nepatikimus statistinius duomenis, iSvadas.

3.4 lentelé. 2017 m. galvijy IRT gE seroteigiamy rezultaty pasiskirstymas pagal rajonus.

Rajonas | I§ viso tirta,n | Teigiami GIRT gE, n | Teigiami GIRT gE (%)

Pakruojo 26 25 96.15 %
Jonavos 33 15 46.88 %
Varénos 7 1 14.29 %
Raseiniy 252 12 4.76 %
Siauliy 56 0 0.00 %

2018 m. pagal teigiamy gE rezultaty pasiskirstymg (3.27 pav.) didziausig dalj

seroteigiamy 1§ tiriamyjy sudaré Kauno r. sav. galvijai (i§ tirtyjy apie 84 proc. — gE

seroteigiamy). Antroje vietoje — Silalés r. sav. (i§ tirtyjy beveik 2 proc. gE seroteigiamy).
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3.27 pav. Galvijy IRT gE seroteigiamy rezultaty, remiantis 2018 m. atliktais tyrimais,
procentinis pasiskirstymas rajonuose.

2018 m. atlikty rajony gE tyrimy palyginimas negalimas, nes triikksta duomenuy,
netinkamas jy pasiskirstymas ir kai kuriy rajony imtys itin mazos, todél statistiniai tyrimai ir
i$vados bty nepasiklautinos.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Rinkiniy palyginimas. Kaip paaiSkinta metodikoje, GHV-1 diagnostikai naudojama
blokuojamoji imunofermentiné analize, pagal kurig teigiamy méginiy optinis tankis turi biiti
mazesnis negu neigiamy meéginiy gautas optinis tankis (pvz., neigiamo méginio optinis tankis
—1,120, o teigiamo méginio optinis tankis — tik 0,131). X rinkinys gB serologiskai teigiamus
meéginius aptinka vienodu jautrumu, kaip ir Y rinkinys, bet X rinkinys linkes serologiskai
neigiamus meéginius detektuoti intensyviau (pastebimas didesnis optinis tankis negu Y
rinkiniu). Viso to galima priezastis yra tai, kad X rinkinys néra toks jautrus nespecifiniams
junginiams, ir todel, jei néra specifiniy GHV-1 antikiiny, tai mazesné tikimybe, kad prie
laisvyjy antigeny ploksteléje prisijungs klaidingi antikiinai. Prie laisvyjy antigeny
prisikabinantys paties rinkinio Zyméti antikiinai gali biiti, kad yra Zymeéti stipresn¢ spalving
reakcijg sukelianc¢iu fermentu negu Y rinkinyje. Atsizvelgiant | tai, kad gB teigiamus
méginius abu rinkiniai aptiko vienodu jautrumu, néra skirtumo, kurj rinkinj naudoti galbat
norint i§vengti itartiny rezultaty, — kai néra aisku, ar tikrai neigiamas meéginys labiau tikty
naudoti X rinkinj kuris tokius méginius nustato intensyviau.

Nustatyti gE skirtas X rinkinys linkes serologiskai teigiamus méginius detektuoti
aukstesnémis reik§mémis, o neigiamus — Zemesniu intensyvumu (mazesnis optinis tankis)
negu Y rinkinys. Galima $iy skirtumy priezastis X rinkinyje teigiamo méginio atveju yra tai,
kad X rinkinio naudojami zZymeéti antikiinai labiau geba prisijungti prie antigeno, dengiancio
plokstele, nes antigenas su tiriamo meéginio gE antiktinais sudaro silpnesn;j ry$j. Tikriausiai dél
to, kad norint kompensuoti ir sumazinti klaidingy rezultaty rizikg pati spalviné reakcija yra
silpnesn¢, kai rinkinio antikiino fermentas reaguoja su TMB substratu, ir tai galima pastebéti
lyginant neigiamus méginius, kuriy optinio tankio vertés Zzemesnés, negu tiriant Y rinkiniu.
Nepatyrusiam darbuotojui dél galimos didesnés rizikos gauti rezultatus, kai neaisku, ar

teigiamas, ar neigiamas méginys tiriant su X rinkiniu, patartina geriau rinktis Y rinkin;.

Sergamumas. Kol kas per pastaruosius 2 metus (2017-2018 m.) GIRT gB ir gE
serologiskai teigiamy galvijy detektavimo daznis, tiriant atveZtus galvijy méginius, statistiSkai
reik§mingai nepadidéjo. Bet tai, kad GHV-1 Lietuvoje yra aptinkamas, ir pagal gB net 13
proc. visy iStirty méginiy sudaro seroteigiami, o pagal gE — 9 proc. (tai reiskia, kad pagal gE 9
proc. i$ tirty méginiy yra galvijy, uzsikrétusiy laukinio tipo GHV-1). Tai rodo viruso
likvidavimo sistemos taikymo poreikj Lietuvoje. Vakciny poreikis ir Lietuvoje pasitaikancios
GHV-1 endemijos apraomos ir ankstesniuose tyrimuose (A. Salomskas et al., 2006) [184].
Juose pabréziami faktai, kad Lietuvoje Sis virusas vis dar egzistuoja ir yra viena i§ galvijy
GIRT susirgimo priezasc¢iy.
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Pasiskirstymas pagal lytj. 2017 m. ir 2018 m. moteriskos lyties galvijams daZniau
nustatoma seroteigiamas GIRT gB (12—14 proc.) negu vyriskos lyties galvijams (apie 3
proc.). 2017 m. nebuvo galima tiksliai nustatyti gE seroteigiamumo daznio skirtumo pagal
lytj, 0 2018 m. gE seroteigiamesni moteriskos lyties galvijai — 46 proc. moteriskos lyties
galvijy ir tik 1 proc. vyriskos lyties galvijy. Lyginant mety pokytj, paaiskéjo, kad moteriskos
ir vyriskos lyties galvijy gB seroteigiamumas nepakito. Lyginant gE seroteigiamy galvijy
detektavimo daznio pokyti, nustatyta, kad galvijy pateliy sergamumo daznis pagal gE 2018 m.
(46 proc.) padidéjo lyginant su 2017 m. (6 proc.). Pagal gautus analizés rezultatus galima
daryti i§vada, kad moteriskos lyties galvijai dazniau biina infekuoti GHV-1 virusu. Viename
Lietuvoje atliktame tyrime taip pat buvo pastebéta, kad GIRT dazniau nustatoma karvéms (A.

Salomskas et al., 2006)[184].

Pasiskirstymas pagal amziy. 2017 m. gB seroteigiamy galvijy daugiausia buvo 0-1
mén. amziaus grupeje (apytiksliai 42 proc.) — Sioje grup¢je yra didesné tikimybe, kad bus gB
seroteigiamas galvijas, negu kitose grupése. 0—1 mén. amziaus galvijy grupéje gB
seroteigiamumo tikimybé yra tokia pati, kaip ir 61-146 mén. amziaus grupéje, kurioje
seroteigiamumo tikimybé — beveik 24 proc. 2—6 mén. ir 25-60 mén. amziaus grupése (jy gB
seroteigiamumo daznis yra toks pat — po 21 proc.) dazniau nustatoma gB seroteigiami galvijai
negu 7—12 mén. (8 proc.) ir 13—24 mén. (4 proc.) grupése.

2018 m. buvo nustatyta, kad 25-60 mén. galvijai turi didesne tikimybe biiti gB
seroteigiami (16 proc.) negu 61-146 mén. (3,33 proc.), taip pat 2—6 mén. (7 proc.), 7-12 mén.
(4 proc.) ir 13-24 mén. (3 proc.) (Sios trys grupés, atlikus proporcijos lygybés testa,
tarpusavyje vienodos pagal gB seroteigiamumo daZnj) amZiaus grupés galvijai. Dél maZos 0—
1 mén. amziaus grupés imties (iStirta tik 20 galvijy), lyginant su kitomis amziaus grupémis,
statistiné analizé, orientuota | 0—1 mén. amZiaus grupe, yra nepatikima.

2017 m. ir 2018 m. 0—1 mén., 13-24 mén. ir 25-60 mén. amziaus grupiy gB
seroteigiamumo daZznis statistiSkai reikSmingai nesiskiria. 2017 m. seroteigiamumo daznis 2—
6 mén. amziaus grup¢je buvo didesnis (beveik 21 proc.) negu 2018 m. (seroteigiamumo
atvejai sudaré apie 7 proc.). Taip pat 7-12 mén. galvijy gB seroteigiamumas buvo didesnis
2017 metais.

2017 m. gE seroteigiami rezultatai 7—12 mén. ir 25-60 mén. amziaus grupése, kurias
sudare po 9 proc. seroteigiamy galvijy, pasitaiké dazniau negu 13—24 mén. (apie 2 proc.).
2018 m. nustatyta, kad, kaip ir 2017 m., 7-12 mén. (10 proc.) galvijy seroteigiami rezultatai
dazniau pasitaiko negu 13—24 mén. (apie 2 proc.) grupése. Palyginus 2017 m. ir 2018 m.
rezultatus, nustatyta, kad gE seroteigiamy rezultaty daznis 7—12 mén. amzZiaus grupéje

nepasikeite, t. y. 2017 m. ir 2018 m. jis vienodas.
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Taigi, pagal 2017 m. gB rezultatus, jaunikliai (0—1 mén.) dazniau uzsikre¢ia GHV-1.
Tai gali lemti uzkratas per motina, t. y. motininius antikiinus, jos pieng ir tai, kad tokio
amziaus jaunikliai yra jautresni infekcijoms [185] (kaip minéta, 2018 m. patvirtinti $ig
hipoteze tritko duomeny). 2—6 mén. amziaus grupés galvijai, atsizvelgiant j tai, kaip auginami,
pavyzdZiui, jei tai mésiniai galvijai, jie dar gali biiti maitinami pienu [186], yra jautresni
infekcijoms ir iki 6 ménesiy jiems gali biiti aptinkama motininiy antiktiny, todél 2017 m. deél
Siy veiksniy galéjo pasitaikyti didesnis sergamumas, o 2018 m. jie jau galbiit turéjo maziau
jtakos. Lietuvoje 2005-2011 m. atliktame tyrime paaiskéjo, kad, palyginti su kitomis amzZiaus
grupémis, 0—4 mén. amzZiaus galvijy sergamumas buvo mazas (E. Jacevicius, 2012) [24].

7—12 mén. galvijai paprastai dar neapvaisinami — jiems nebudinga ruja [185, 186],
todél rizika sumazéja vienu faktoriumi — uzsikrétimu per sperma, kai apséklinama tikiui ar
kitam tkiui priklausané¢io nepatikrinto [185, 186] galvijo sperma. Tikriausiai todé¢l, 2017 m. ir
2018 m. duomenimis, tai buvo viena i$ re¢iau apsikrétusiy galvijy grupiy.

Nuo 13-24 mén. galvijai pradedami apséklinti (14—15 mén. daznai jau prasideda ruja
[185, 186]), bet tai dar tik pirmasis apséklinimas, ir sergamumo tikimybé mazesné. Be to,
tokie mazi gB seroteigiami rezultatai gali buti dél auginimo pobiidZio jtakos, veislés ir
nes¢klinimo tokiame amziuje [186] (didele dalj moteriSkos lyties galvijy sudaré mésiniai
gyvuliai), nemaza dalis tiriamyjy sudaré vyriskos lyties galvijai. Dél $iy priezas¢iy 2017—
2018 m. galéjo biiti mazas seroteigiamumas. Kad 1-2 mety amziaus galvijai reCiau biina
uzsikréte GHV-1, pastebéta ir kituose tyrimuose — juose taip pat teigiama, kad didziausias
viruso paplitimas tarp senesniy kaip 7 metai galvijy (E. Jacevicius, 2012) [24].

25-60 mén. galvijai jau gali biiti kelis kartus apséklinti, todél padidéja uzsikrétimo
rizika (jei naudojama nepatikrinto galvijo sperma), jy laikymo saglygos taip pat palankesnés
virusui plisti [185, 186], galbtit todél 2017 m. ir 2018 m. $i grupé iSsiskyré didesniu
seroteigiamumu negu pienu nebemaitinami ir dar nerujojantys galvijai (7—12 mén., 13-24
mén., 0 2018 m. — ir 2-6 mén.). Kiti Lietuvoje atlikti tyrimai taip pat parodé, kad dazniau
GHV-1 uzsikregia senesni galvijai (A. Salomskas et al., 2006) [184].

Norint patvirtinti amziaus jtakg sergamumui, reikalingas detalesnis labiau
kontroliuojamas tyrimas, kuriame daug démesio biity skirta amziaus jtakai ir jj veikiantiems

faktoriams (biologiniams, aplinkos ir kt.).

Pasiskirstymas pagal mety laikus. 2017 m. tiriant antiktiny pasiskirstyma pagal
mety laikus, pastebéta, kad labiausiai iSsiskiria ziemos laikotarpis — gB seroteigiamy (46
proc.) ir gE seroteigiamy (66 proc.) antikiiny kiekis Ziema padidéja, palyginti su kitais mety
laikais. 2017 m. gB seroteigiami rezultatai dazniau nustatomi rudenj (13 proc.) negu pavasarj

(0 proc.) ar vasara (8 proc.). Vasarg dazniau nustatomas seroteigiamumas negu pavasari.
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2018 m. gE seroteigiami rezultatai dazniau nustatyti pavasarj (77 proc.) negu rudenj
(39 proc.). 2018 m. GIRT gB ziemai (4 proc.), prieSingai negu 2017 m., biidingi tokie pat gB
seroteigiamumo dazniai, kaip ir vasarai (5 proc.), bet Siais mety laikais gB seroteigiamumas
reciau nustatomas negu pavasarj (16 proc.) ir rudenj (14,41 proc.) (pastaryjy mety laiky gB
seroteigiamumo detektavimo dazniai yra tokie pat).

Rezultaty pokyciai per metus: 2018 m. maziau negu 2017 m. gB seroteigiamy atvejy
buvo detektuota ziema. 2018 m. pavasarj seroteigiamy galvijy detektuota daugiau negu 2017
metais. O vasarg ir rudenj daznis nepakito — jis vienodas.

gE seroteigiamy atvejy daznio pokyciai per metus: 2018 m. maziau negu 2017 m. gE
seroteigiamy galvijy buvo detektuota ziema ir vasarg. O 2018 m. ruden] seroteigiamy
detektuota daugiau negu 2017 metais.

Dél 2017 m. ir 2018 m. tyrimy pagal mety laikus rezultaty skirtumy kol kas galima
tik i8kelti hipoteze, kad vasara re€iau sergama. Galima to priezastis — gyvuliy laikymas
ganyklose ir maZesnis tarpusavio kontaktas. Taip pat pastebimas GHV-1 seroteigiamy galvijy
skaiciaus didéjimas pavasarj, rudenj, ziema, tikriausiai jis labiausiai iSryskéja, kai dél
sezoniSkumo laikomi aptvaruose ar tvartuose, tada padidéja rizika uzsikrésti. Toks rySys tarp
mety laiky ir GHV-1 uzsikrétusiy galvijy kiekio buvo aptartas 2013 m. Irane atliktame tyrime
(A. Ezzi et al., 2013) [187]. Taciau reikalingi tolesni tyrimai, kad biity galima pagrjsti arba
paneigti rysj tarp uzsikrétimo GHV-1 ir mety laiky.

Pasiskirstymas pagal veisle. 2017-2018 m. gB seroteigiamumo daznio pagal veisle
poky¢iai: 2018 m. gB seroteigiami rezultatai padaznéjo tarp nezinomos veislés galvijy, bet,
palyginti su 2017 m., sumaz¢jo gB seroteigiamy aubraky ir Lietuvos juodmargiy veisliy
galvijy. Nepakito gB seroteigiamumo rezultatai tarp holSteiny ir Lietuvos Zalyjy veislés
galvijy.

Pagal gautus duomenis, 2018 m. ir 2017 m. statistiSkai reikSmingai Lietuvoje
didesniu gB seroteigiamy rezultaty daZniu i$siskyré Lietuvos Zalieji, palyginti su limuzinais ir
juodmargiais mésiniais galvijais. Tarp kity veisliy sergamumo daznis 2018 m. skyrési nuo
2017 m. arba nebuvo galima palyginti, todél reikalingi tolesni tyrimai, kad buty galima
pagristi arba paneigti rySj tarp GHV-1 uZsikrétimo ir veislés. Taip pat jtakos rezultatams

gal¢jo turéti vakcinuoti galvijai, jy laikymo skirtumai ir jvairts kiti faktoriai.

Pasiskirstymas pagal rajonus. Isanalizavus gautus 2017 m. ir 2018 m. rezultatus,
pastebima, kad kai kuriuose rajonuose didesnis galvijy GHV-1 seroteigiamumas nei kituose
rajonuose. 2017 m. Radviliskio rajone buvo didesné gB seroteigiamy galvijy tikimybé nei

Pasvalio rajone. Sakiy rajone taip pat didesné gB seroteigiamy galvijy tikimybé negu
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Raseiniuose, o Siuose didesnis daznis gB seroteigiamy galvijy negu TelSiuose. Marijampolés
ir Kauno rajonuose daznesnis gB seroteigiamumas negu Kédainiy, Lazdijy, Vilniaus ir
Raseiniy rajonuose, taip pat reikSmingai didesnis nei Elektrény, Kelmés, Skuodo ir Panevézio
rajonuose. 2018 m. atlikus GIRT gB tyrimus, paaiskéjo, kad Kalvarijy ir Pakruojo rajonuose
gB seroteigiami galvijai dazniau nustatomi negu Molétu, Silutés, Birzy, Plungés, Raseiniy,
Lazdijy, Silalés rajonuose. O Silalés rajone buvo didesné tikimybé detektuoti gB seroteigiama
galvija negu TelSiy, Lazdijy ir PanevéZzio rajonuose. TelSiy rajone didesnis gB
seroteigiamumas nei Panevézio.

IS 2017 m. pagal GIRT gB istirty 35 rajony 12 rajony buvo aptikta seroteigiamy
galvijy, 0 2018 m. paplitimas padidéjo — i$ 37 tirty rajony 20 rajony buvo aptikta gB
seroteigiamy galvijy. Biitina iStirti ir tuos rajonus, kuriuose nebuvo atlikti tyrimai, kad biity
zinomas galimas GHV-1 paplitimas juose ir nustatyta detalesn¢ buklé rajony, kurie iSsiskiria

didesniu GHV-1 uzsikrétusiy galvijy dazniu, kai uzsakoma istirti dél GIRT.
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ISVADOS

I visy laboratorijoje pagal gB tirty galvijy 13 proc., o pagal gE tirty 9 proc. galvijy
turé¢jo antiktinus pries galvijy 1-o tipo herpes virusa.

. Karvés ir tely¢ios dazniau biina infekuoti GHV-1 virusu (pagal gB — 12-14 proc.,
pagal gE — 646 proc.).

Pastebéta, kad uzsikrétimui GHV-1 turi jtakos amzius: verSeliy grupése paplitimas
2017 m. sieke net 42 proc. 0—1 mén. grupéje ir 21 proc. — 2—6 men. grupése, taip pat
dazniau uzsikréte senesni negu 2 m. galvijai — 25-60 mén. grupéje 21 proc. buvo gB
seroteigiamy. Maziausias paplitimas 7—12 mén. (4-8 proc.) ir 13-24 mén. (3—4 proc.)
grupeése.

Pastebimi GHV-1 paplitimo tarp galvijy reik§mingi sezoniniai skirtumai. Pagal 2017
m. ir 2018 m. duomenis, rudenj (13—14 proc.) dazniau negu vasarg (58 proc.)
aptinkama seroteigiamy galvijy.

Pagal galvijy veisles, Lietuvoje daznesniu GIRT sergamumo daZniu iSsiskiria Lietuvos
zalieji (16-17 proc.), palyginti su limuzinais (0—1 proc.) ir juodmargiais mésiniais (2
proc.) galvijais.

Lyginant rajonus, kai kuriuose rajonuose pastebimas didesnis galvijy GHV-1 gB
seroteigiamumas. 2017 m. pagal GIRT gB istirti 35 rajonai — 12 rajony aptikta
seroteigiamy galvijy. 2018 m. paplitimas padid¢jo: i§ 37 tirty rajony 20 rajony buvo
aptikta gB seroteigiamy galvijuy.

. X ir Y rinkiniai, tiek skirti gB, tiek gE antiktinams aptikti, i$siskiria jautrumu,
spalvinés reakcijos intensyvumu. Rinkiniy optiniai tankiai labiausiai sutapo tik tiriant
teigiamus méginius pagal gB (vidutiné optiniy tankiy reik§mé: tiriant X rinkiniu —

0,127, Y rinkiniu — 0,116).
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GALVIJU INFEKCINIO RINOTRACHEITO (GALVIJU | TIPO HERPES VIRUSO)
ANALIZE IMUNOLOGINIAIS METODAIS

Baigiamasis magistro darbas

Santrauka

Darbo tikslas. Istirti ir iSanalizuoti galvijy infekcinio rinotracheito antikiinus
kraujo/serumo éminiuose naudojant dviejy skirtingy gamintojy imunofermentinés analizés
rinkinius.

Tyrimo metodai. Tyrimai atlikti 2017-2018 m. Nacionalinio maisto ir veterinarijos
rizikos vertinimo instituto Virusologiniy tyrimy skyriuje. Tyrimo laikotarpiu buvo istirta
2 115 dél GHV-1 gB ir 888 dél GHV-1 gE galvijy kraujo serumo méginiy IFA metodu.

Rezultatai ir iSvados. I$ visy pagal gB tirty galvijy 13 proc., o pagal gE — 9 proc.
galvijy tur¢jo antikiinus pries | tipo herpes virusa. Moteriskos lyties galvijai dazniau biina
infekuoti GHV-1 virusu (pagal gB — 1214 proc., pagal gE — 646 proc.). Pastebéta, kad
uzsikrétimui GHV-1 turi jtakos amzZius: jaunesniy galvijy grupése paplitimas 2017 m. sieké
net 42 proc. 0—1 mén. grupéje ir 21 proc. — 2—6 mén. grupéje, dazniau uzsikréte ir senesni
negu 2 m. galvijai — 25-60 mén. grupéje 21 proc. buvo gB seroteigiamy. Maziausias
paplitimas 7—12 mén. (4-8 proc.) ir 13-24 mén. (3—4 proc.) grupése. Pastebimi GHV-1
paplitimo tarp galvijy reikSmingi sezoniniai skirtumai. Pagal 2017 m. ir 2018 m. duomenis,
rudenj (13-14 proc.) dazniau negu vasarg (5-8 proc.) aptinkama seroteigiamy galvijy.
Vertinant pagal veisles, pastebéta, kad Lietuvoje didesniu GIRT sergamumo dazniu issiskiria
Lietuvos zalieji (1617 proc.), palyginti su limuzinais (0—1 proc.) ir juodmargiais mésiniais (2
proc.). Lyginant rajonus, kai kur pastebimas didesnis galvijy GHV-1 gB seroteigiamumas.
2017 m. pagal GIRT gB istirti 35 rajonai — 12 rajony aptikta seroteigiamy galvijy. 2018 m.
paplitimas padid¢jo: i$ 37 tirty rajony 20 aptikta gB seroteigiamy galvijy. Nustatyta, kad
naudoti X ir Y rinkiniai, tiek skirti gB, tiek gE antikiinams aptikti, i$siskiria jautrumu,
spalvinés reakcijos intensyvumu.

Raktiniai Zodziai. Galvijy infekcinis rinotracheitas, galvijy I tipo herpes virusas.
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ANALYSIS OF BOVINE INFECTIOUS RHINOTRACHEITIS (BOVINE
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Master thesis
Summary

The aim of research work: to investigate and analyse antibodies against Infectious
Bovine Rhinotracheitis in blood/serum samples using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) kits from two different manufacturers.

Research methods. Studies conducted in years 2017-2018 at National Food and
Veterinary Risk Assessment Institute’s Department of Virological Research. During the
study, 2115 cattle blood serum samples were tested for BHV-1 gB and 888 for BHV-1 gE by
ELISA.

Results and conclusions. Of all tested cattle: 13% of tested by gB and 9% tested
with gE kits had antibodies against BHV-1. Female cattle are more likely to be infected with
BHV-1 virus (12-14% by gB, 6-46% by gE). Connection between age and infection by
BHV-1 has been shown: spread in younger cattle groups in 2017 was 42% in 0—1 month and
21% in 2-6 months age groups, more infected cattle were also detected and in older than 2
years cattle — in the 25-60 months old group 21% were gB-seropositive. Minimum spread
noticed in 7-12 months (4-8%) and 13-24 months (3—4%) age groups. There are significant
seasonal differences in BHV-1 spread among cattle. According to data of years 2017 and
2018 — in the autumn (13-14%) seropositive cattle were more frequent than in summer (5—
8%). By cattle breeds, Lithuanian Greens (16—17%) have a higher incidence of IBR in
Lithuania compared to Limousines (0-1%) and Black-and-White Beef (2%) cattle breeds.
Comparing the areas, some regions have a higher gB seropositivity of BHV-1 in cattle. In
2017, 35 regions were tested for IBR gB and 12 regions were diagnosed with seropositive
cattle. In 2018 the prevalence has increased — gB-seropositive cattle has been detected in 20
regions of 37 tested regions. It has been found that the used X and Y Kits, both for the
detection of gB and gE antibodies, exhibits differences in sensitivity, intensity of colour
reaction.

Key words. Cattle infectious rhinotracheitis, bovine herpesvirus 1.

72



10.

11.

12.

13.

14.

LITERATUROS SARASAS

Labiuk SL, Babiuk LA, van Drunen Littel-van den Hurk S. Major tegument protein
VP8 of bovine herpesvirus 1 is phosphorylated by viral US3 and cellular CK2 protein
kinases. J Gen Virol. 2009;90(12):2829-2839.

Hodgins DC, Conlon JA, Shewen PE. Respiratory viruses and bacteria in cattle. In:
Brogden KA, Guthmiller JM, editors. Polymicrobial Diseases. Polymicrobial Diseases.
Washington (DC): ASM Press; 2002. Skyrius 12.

Mars MH, De Jong MCM, Van Maanen C, Hage JJ, Van Oirschot JT. Airborne
transmission of bovine herpesvirus 1 infections in calves under field conditions. Vet
Microbiol. 2000;76(1):1-13.

Van Oirschot JT. Bovine herpesvirus 1 in semen of bulls and the risk of transmission: a
brief review. Vet Q. 1995;17(1):29-33.

Muylkens B, Thiry J, Kirten P, Schynts F, Thiry E. Bovine herpesvirus 1 infection and
infectious bovine rhinotracheitis. Vet Res. 2007;38(2):181-2009.

Mars MH, De Jong MCM, Franken P, Van Oirschot JT. Efficacy of a live glycoprotein
E-negative bovine herpesvirus 1 vaccine in cattle in the field. Vaccine. 2001;19(15-
16):1924-1930.

Vonk Noordegraaf A, Buijtels JA, Dijkhuizen AA, Franken P, Stegeman JA, Verhoeff
J. An epidemiological and economic simulation model to evaluate the spread and
control of infectious bovine rhinotracheitis in The Netherlands. Prev Vet Med.
1998;36(3):219-238.

Nuotio L, Neuvonen E, Hyytidinen M. Epidemiology and eradication of infectious
bovine rhinotracheitis/infectious pustular vulvovaginitis (IBR/IPV) virus in Finland.
Acta Vet Scand. 2007;49(1):3.

Boelaert F, Biront P, Soumare B, et al. Prevalence of bovine herpesvirus-1 in the
Belgian cattle population. Prev Vet Med. 2000;45(3-4):285-295.

Thiry J, Keuser V, Muylkens B, et al. Ruminant alphaherpesviruses related to bovine
herpesvirus 1. Vet Res. 2006;37(2):169-190.

Crook TC, Catherine T. Investigating the role of bovine herpesvirus-1 in abortion and
systemic disease in cattle. 2011 (Spalis) [Zitaréta 2019-01-29]. Prieiga internetu:
https://www.era.lib.ed.ac.uk/handle/1842/5908.

Geraghty RJ, Krummenacher C, Cohen GH, Eisenberg RJ, Spear PG. Entry of
alphaherpesviruses mediated by poliovirus receptor-related protein 1 and poliovirus
receptor. Science (80- ). 1998;280(5369):1618-1620.

Connolly SA, Whitbeck JC, Rux AH, et al. Glycoprotein D homologs in herpes
simplex virus type 1, pseudorabies virus, and bovine herpes virus type 1 bind directly
to human HveC (nectin-1) with different affinities. Virology. 2001;280(1):7-18.

Thunuguntla P, EI-mayet FS, Jones C. Bovine herpesvirus 1 can efficiently infect the
human (SH-SY5Y) but not the mouse neuroblastoma cell line (Neuro-2A). Virus Res.
2017;232:1-5.

73



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Zhu L, Fu X, Yuan C, Jiang X, Zhang G. Induction of oxidative DNA damage in
bovine herpesvirus 1 infected bovine kidney cells (MDBK cells) and human tumor
cells (A549 cells and U20S cells). Viruses. 2018;10(8).

Herpesviridae - dsSDNA Viruses - dsDNA Viruses - International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV). 2011 [Zitréta 2018-11-9]. Prieiga internetu:
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/dsdna-viruses-
2011/w/dsdna_viruses/91/herpesviridae.

Edwards S, White H, Nixon P. A study of the predominant genotypes of bovid
herpesvirus 1 found in the U.K. Vet Microbiol. 1990;22(2-3):213-223.

Edwards S, Newman RH, White H. The virulence of British isolates of bovid
herpesvirus 1 in relationship to viral genotype. Br Vet J. 1991;147(3):216-231.

Miller JM, Van der Maaten MJ, Whetstone CA. Effects of a bovine herpesvirus-1
isolate on reproductive function in heifers: classification as a type-2 (infectious pustular
vulvovaginitis) virus by restriction endonuclease analysis of viral DNA. Am J Vet Res.
1988;49(10):1653-1656.

Graham DA. Bovine herpes virus-1 (BoHV-1) in cattle-a review with emphasis on
reproductive impacts and the emergence of infection in Ireland and the United
Kingdom. Ir Vet J. 2013;66(1):15.

Spilki FR, Esteves PA, Lima M de, et al. Comparative pathogenicity of bovine
herpesvirus 1 (BHV-1) subtypes 1 (BHV-1.1) and 2a (BHV-1.2a). Pesqui Veterindria
Bras. 2004;24(1):43-49.

Schroeder RJ, Moys MD. An acute upper respiratory infection of dairy cattle. J Am Vet
Med Assoc. 1954;125(933):471-472.

Miller NJ. Infectious necrotic rhinotracheitis of cattle. J Am Vet Med Assoc.
1955;126(939):463-467.

Jacevi€ius E. Galvijy infekcinio rinotracheito epidemiologiné padétis, diagnostika,
profilaktika ir prevencija Lietuvoje. Lietuvos sveikatos moksly universitetas. 2012.

Fraefel C, Wirth U V, Vogt B, Schwyzer M. Immediate-early transcription over

covalently joined genome ends of bovine herpesvirus 1 : the circ gene. J Virol.
1993;67(3):1328-1333.

Robinson KE, Meers J, Gravel JL, McCarthy FM, Mahony TJ. The essential and non-
essential genes of Bovine herpesvirus 1. J Gen Virol. 2008;89(11):2851-2863.

Engels M, Ackermann M. Pathogenesis of ruminant herpesvirus infections. Vet
Microbiol. 1996;53(1-2):3-15.

Wirth U V, Gunkel K, Engels M, Schwyzer M. Spatial and temporal distribution of
bovine herpesvirus 1 transcripts. J Virol.1989.

Miller JM, Whetstone CA, Bello LJ, Lawrence WC. Determination of ability of a
thymidine kinase-negative deletion mutant of bovine herpesvirus-1 to cause abortion in
cattle. Am J Vet Res. 1991;52(7):1038-1043.

Glazov EA, Horwood PF, Assavalapsakul W, et al. Characterization of microRNAs
encoded by the bovine herpesvirus 1 genome. J Gen Virol. 2010;91(1):32-41.

74



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Cullen BR. Viral and cellular messenger RNA targets of viral microRNAs. Nature.
2009;457(7228):421-425.

Russell T, Bleasdale B, Hollinshead M, Elliott G. Qualitative differences in capsidless
L-particles released as a by-product of bovine herpesvirus 1 and herpes simplex virus 1
infections. J Virol. 2018;92(22):e01259-18.

Loret S, Guay G, Lippé R. Comprehensive characterization of extracellular herpes
simplex virus type 1 virions. J Virol. 2008;82(17):8605-8618.

Barber KA, Daugherty HC, Ander SE, et al. Protein composition of the bovine
herpesvirus 1.1 virion. Vet Sci. 2017;4(1).

Nandi S, Kumar M, Manohar M, Chauhan RS. Bovine herpes virus infections in cattle.
Anim Heal Res Rev. 2009;10(01):85-98.

Luecke S, Paludan SR. Innate recognition of alphaherpesvirus DNA. Vol 92. 1st ed.
Elsevier Inc.; 2015.

Li Y, Van Drunen Littel-Van Den Hurk S, Babiuk LA, Liang X. Characterization of
cell-binding properties of bovine herpesvirus 1 glycoproteins B, C, and D:
identification of a dual cell-binding function of GB. J Virol. 1995.

Liang X, Babiuk LA, Zamb TJ. An in vivo study of a glycoprotein glll-negative bovine
herpesvirus 1 (BHV-1) mutant expressing beta-galactosidase: evaluation of the role of
glll in virus infectivity and its use as a vector for mucosal immunization. Virology.
1992;189(2):629-639.

Liang XP, Babiuk LA, van Drunen Littel-van den Hurk S, Fitzpatrick DR, Zamb TJ.
Bovine herpesvirus 1 attachment to permissive cells is mediated by its major
glycoproteins gl, glll, and glV. J Virol. 1991;65(3):1124-1132.

Okazaki K, Honda E, Kono Y. Expression of bovine herpesvirus 1 glycoprotein glll by
a recombinant baculovirus in insect cells. J Gen Virol. 1994,

Okazaki K, Honda E, Kono Y. Heparin-binding domain of bovid herpesvirus 1
glycoprotein glll. Arch Virol. 1994;134(3-4):413-419.

Campadelli-Fiume G, Cocchi F, Menotti L, Lopez M. The novel receptors that mediate
the entry of herpes simplex viruses and animal alphaherpesviruses into cells. Rev Med
Virol. 10(5):305-319.

Liang X, Pyne C, Li Y, Babiuk LA, Kowalski J. Delineation of the essential function of
bovine herpesvirus 1 gD: an indication for the modulatory role of gD in virus entry.
Virology. 1995;207(2):429-441.

Ligas MW, Johnson DC. A herpes simplex virus mutant in which glycoprotein D
sequences are replaced by beta-galactosidase sequences binds to but is unable to
penetrate into cells. J Virol. 1988;62(5):1486-1494.

Gerdts V, Beyer J, Lomniczi B, Mettenleiter TC. Pseudorabies virus expressing bovine
herpesvirus 1 glycoprotein B exhibits altered neurotropism and increased
neurovirulence. J Virol. 2000;74(2):817-827.

Thiry E, Hanon E, Pastoret PP, Meyer G, Georlette D. Bovine herpesvirus type 1
glycoprotein H is essential for penetration and propagation in cell culture. J Gen Virol.

75



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

1998;79(8):1983-1987.

Dohner K, Wolfstein A, Prank U, et al. Function of dynein and dynactin in herpes
simplex virus capsid transport. Mol Biol Cell. 2002;13(8):2795-28009.

Reynolds AE, Liang L, Baines JD. Conformational changes in the nuclear lamina
induced by herpes simplex virus type 1 require genes U L 31 and U L 34. J Virol.
2004;78(11):5564-5575.

Antinone SE, Shubeita GT, Coller KE, et al. The herpesvirus capsid surface protein,
VP26, and the majority of the tegument proteins are dispensable for capsid transport
toward the nucleus. J Virol. 2006;72(9):7563-7568.

Carpenter DE, Misra V. The most abundant protein in bovine herpes 1 virions is a
homologue of herpes simplex virus type 1 UL47. J Gen Virol. 1991;72(12):3077-3084.

Van Drunen Littel-VVan Den Hurk S, Garzon S, Van Den Hurk JV, Babiuk LA, Tijssen
P. The role of the major tegument protein VP8 of bovine herpesvirus-1 in infection and
immunity. Virology. 1995;206(1):413-425.

Zheng C, Brownlie R, Babiuk LA, van Drunen Littel-van den Hurk S. Characterization
of nuclear localization and export signals of the major tegument protein VP8 of bovine
herpesvirus-1. Virology. 2004;324(2):327-339.

Hinkley S, Ambagala APN, Jones CJ, Srikumaran S. A vhs-like activity of bovine
herpesvirus-1. Arch Virol. 2000;1(10):2027-2046.

Koppers-Lalic D, Rijsewijk FAM, Verschuren SBE, et al. The UL41-encoded virion
host shutoff (vhs) protein and vhs-independent mechanisms are responsible for down-
regulation of MHC class | molecules by bovine herpesvirus 1. J Gen Virol.
2001;82(9):2071-2081.

Garber DA, Beverley SM, Coen DM. Demonstration of Circularization of Herpes
Simplex Virus DNA Following infection Using Pulsed Field Gel Electrophoresis.
Virology. 1993;197(1):459-462.

Jean JH, Ben-Porat T. Appearance in vivo of single-stranded complementary ends on
parental herpesvirus DNA. Proc Natl Acad Sci U S A. 1976;73(8):2674-2678.

Misra V, Walker S, Hayes S, O’Hare P. The bovine herpesvirus alpha gene trans-
inducing factor activates transcription by mechanisms different from those of its herpes
simplex virus type 1 counterpart VP16. J Virol. 1995;69(9):5209-5216.

Misra V, Bratanich AC, Carpenter D, O’Hare P. Protein and DNA elements involved
in transactivation of the promoter of the bovine herpesvirus (BHV) 1 IE-1 transcription
unit by the BHV alpha gene trans-inducing factor. J Virol. 1994;68(8):4898-4909.

Wirth U V, Fraefel C, Vogt B, Vlcek C, Paces V, Schwyzer M. Immediate-early RNA
2.9 and early RNA 2.6 of bovine herpesvirus 1 are 3’ coterminal and encode a putative
zinc finger transactivator protein. J Virol. 1992;66(5):2763-2772.

Wirth U V, Vogt B, Schwyzer M. The three major immediate-early transcripts of
bovine herpesvirus 1 arise from two divergent and spliced transcription units. J Virol.
1991;65(1):195-205.

Jones C, Geiser V, Henderson G, et al. Functional analysis of bovine herpesvirus 1

76



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.
70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

(BHV-1) genes expressed during latency. Vet Microbiol. 2006;113(3-4):199-210.

Geiser V, Zhang Y, Jones C. Analysis of a bovine herpesvirus 1 recombinant virus that
does not express the bICPO protein. J Gen Virol. 2005;86(7):1987-1996.

Saydam O, Steiner F, Vogt B, Schwyzer M. Host cell targets of immediate-early
protein BICP22 of bovine herpesvirus 1. Vet Microbiol. 2006;113(3-4):185-192.

Saydam O, Abril C, Vogt B, Ackermann M, Schwyzer M. Transactivator protein
BICPO of bovine herpesvirus 1 (BHV-1) is blocked by prostaglandin D2 (PGD?2),
which points to a mechanism for PGD2-mediated inhibition of BHV-1 replication. J
Virol. 2004;78(8):3805-3810.

Chew DSH, Choi KP, Leung M-Y. Scoring schemes of palindrome clusters for more
sensitive prediction of replication origins in herpesviruses. Nucleic Acids Res.
2005;33(15):e134.

Thiry E, Meurens F, Muylkens B, et al. Recombination in alphaherpesviruses. Rev Med
Virol. 2005;15(2):89-103.

Schynts F, McVoy MA, Meurens F, Detry B, Epstein AL, Thiry E. The structures of
bovine herpesvirus 1 virion and concatemeric DNA: Implications for cleavage and
packaging of herpesvirus genomes. Virology. 2003;314(1):326-335.

Schynts F, et al. Study of recombination and DNA replicative forms of bovine
herpesvirus 1. 2002.

Mettenleiter TC. Herpesvirus assembly and egress. J Virol. 2002;76(4):1537-1547.

Mettenleiter TC, Minson T, Wild P. Egress of alphaherpesviruses. J Virol.
2006;80(3):1610-1612.

Mettenleiter TC. Intriguing interplay between viral proteins during herpesvirus
assembly or: The herpesvirus assembly puzzle. Vet Microbiol. 2006;113(3-4):163-169.

Mettenleiter TC, Klupp BG, Granzow H. Herpesvirus assembly: a tale of two
membranes. Curr Opin Microbiol. 2006;9(4):423-429.

Wild P, Engels M, Senn C, et al. Impairment of nuclear pores in bovine herpesvirus 1-
infected MDBK cells. J Virol. 2005;79(2):1071-1083.

Leuzinger H, Ziegler U, Schraner EM, et al. Herpes simplex virus 1 envelopment
follows two diverse pathways. J Virol. 2005;79(20):13047-13059.

Miller IM, Whetstone CA, Van der Maaten MJ. Abortifacient property of bovine
herpesvirus type 1 isolates that represent three subtypes determined by restriction
endonuclease analysis of viral DNA. Am J Vet Res. 1991;52(3):458-461.

Whetstone CA, Miller JM, Seal BS, Bello LJ, Lawrence WC. Latency and reactivation
of a thymidine kinase-negative bovine herpesvirus 1 deletion mutant. Arch Virol.
1992;122(1-2):207-214.

Whetstone CA, Miller JM. Two different strains of an alphaherpesvirus can establish
latency in the same tissue of the host animal: evidence from bovine herpesvirus 1. Arch
Virol. 1989;107(1-2):27-34.

Fuchs M, Hiibert P, Detterer J, Rziha HJ. Detection of bovine herpesvirus type 1 in
77



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

blood from naturally infected cattle by using a sensitive PCR that discriminates
between wild-type virus and virus lacking glycoprotein E. J Clin Microbiol.
1999;37(8):2498-2507.

Mweene AS, Okazaki K, Kida H. Detection of viral genome in non-neural tissues of
cattle experimentally infected with bovine herpesvirus 1. Jpn J Vet Res.
1996,;44(3):165-174.

Crook T, Benavides J, Russell G, Gilray J, Maley M, Willoughby K. Bovine
herpesvirus 1 abortion: Current prevalence in the United Kingdom and evidence of
hematogenous spread within the fetus in natural cases. J Vet Diagnostic Investig.
2012;24(4):662-670.

Rodger SM, Murray J, Underwood C, Buxton D. Microscopical lesions and antigen
distribution in bovine fetal tissues and placentae following experimental infection with
bovine herpesvirus-1 during pregnancy. J Comp Pathol. 2007;137(2-3):94-101.

Roels S, Charlier G, Letellier C, et al. Natural case of bovine herpesvirus 1
meningoencephalitis in an adult cow. Vet Rec. 2000;146(20):586-588.

Horiuchi M, Yamazaki N, Furuoka H, et al. Restriction endonuclease analysis of
bovine herpesvirus type 1 isolates from calves with fatal encephalitis: comparison with
vaccine virus. J Vet Med Sci. 1995;57(3):577-580.

d’Offay JM, Mock RE, Fulton RW. Isolation and characterization of encephalitic
bovine herpesvirus type 1 isolates from cattle in North America. Am J Vet Res.
1993;54(4):534-539.

Meyer G, Lemaire M, Ros C, et al. Comparative pathogenesis of acute and latent
infections of calves with bovine herpesvirus types 1 and 5. Arch Virol.
2001;146(4):633-652.

Winkler MT, Doster A, Jones C. Persistence and reactivation of bovine herpesvirus 1
in the tonsils of latently infected calves. J Virol. 2000;74(11):5337-5346.

Henderson G, Perng G-C, Nesburn AB, Wechsler SL, Jones C. The latency-related
gene encoded by bovine herpesvirus 1 can suppress caspase 3 and caspase 9 cleavage
during productive infection. J Neurovirol. 2004;10(1):64-70.

Liu T, Khanna KM, Chen X, Fink DJ, Hendricks RL. CD8(+) T cells can block herpes
simplex virus type 1 (HSV-1) reactivation from latency in sensory neurons. J Exp Med.
2000;191(9):1459-1466.

Mikloska Z, Cunningham AL. Alpha and gamma interferons inhibit herpes simplex
virus type 1 infection and spread in epidermal cells after axonal transmission. J Virol.
2001;75(23):11821-11826.

Thiry E, Saliki J, Bublot M, Pastoret PP. Reactivation of infectious bovine
rhinotracheitis virus by transport. Comp Immunol Microbiol Infect Dis. 1987;10(1):59-
63.

Thiry E, Saliki J, Schwers A, Pastoret PP. Parturition as a stimulus of IBR virus
reactivation. Vet Rec. 1985;116(22):599-600.

Sheffy BE, Davies DH. Reactivation of a bovine herpesvirus after corticosteroid
treatment. Proc Soc Exp Biol Med. 1972;140(3):974-976.

78



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

Otsuka H, Qavi H, Kit S. Inhibition by interferon of biochemical transformation
induced by cloned herpesvirus thymidine kinase genes. Antiviral Res. 1982;2(5):301-
311.

Palmer LD, Leary TP. Bovine natural Killer-like cell responses against cell lines
expressing recombinant bovine herpesvirus type 1 glycoproteins. J Immunol. 1990;
145:1009-1014.

Babiuk LA, Van Drunen Littel-Van Den Hurk S, Tikoo SK. Immunology of bovine
herpesvirus 1 infection. Vet Microbiol. 1996;53(1-2):31-42.

Heidenreich S, Gong JH, Schmidt A, Nain M, Gemsa D. Macrophage activation by
granulocyte / macrophage colony-stimulating factor . Priming for enhanced release of
tumor necrosis factor-alpha and prostaglandin E2. J Immunol. 1989;143:1198-1205.

Deshpande MS, Ambagala TC, Hegde NR, Hariharan MJ, Navaratnam M, Srikumaran
S. Induction of cytotoxic T-lymphocytes specific for bovine herpesvirus-1 by DNA
immunization. Vaccine. 2002;20(31-32):3744-3751.

Denis M, Keil MSG, Babiuk LA, Ernst E, Pastoret P, Thiry E. Identification of
different target glycoproteins for bovine herpes virus type 1-specific cytotoxic T
lymphocytes depending on the method of in vitro stimulation. 1993.

Turin L, Russo S, Poli G. BHV-1: new molecular approaches to control a common and
widespread infection. Mol Med. 1999;5(5):261-284.

Lemaire M, Weynants V, Godfroid J, et al. Effects of bovine herpesvirus type 1
infection in calves with maternal antibodies on immune response and virus latency. J
Clin Microbiol. 2000;38(5):1885-1894.

Madic J, Magdalena J, Quak J, van Oirschot JT. Isotype-specific antibody responses to
bovine herpesvirus 1 in sera and mucosal secretions of calves after experimental
reinfection and after reactivation. Vet Immunol Immunopathol. 1995;47(1-2):81-92.

Papp Z, Babiuk LA, Baca-Estrada ME. Induction of immunity in the respiratory tract
and protection from bovine herpesvirus type 1 infection by different routes of
immunization with recombinant adenovirus. Viral Immunol. 1998;11(2):79-91.

Henderson G, Zhang Y, Jones C. The bovine herpesvirus 1 gene encoding infected cell
protein 0 (bICPO) can inhibit interferon-dependent transcription in the absence of other
viral genes. J Gen Virol. 2005;86(10):2697-2702.

Saira K, Zhou Y, Jones C. The infected cell protein 0 encoded by bovine herpesvirus 1
(bICPO) induces degradation of interferon response factor 3 and, consequently, inhibits
beta interferon promoter activity. J Virol. 2007;81(7):3077-3086.

Huemer HP, Larcher C, van Drunen Littel-van den Hurk S, Babiuk LA. Species

selective interaction of Alphaherpesvirinae with the “unspecific” immune system of the
host. Arch Virol. 1993;130(3-4):353-364.

Winkler MTC, Doster A, Jones C. Bovine Herpesvirus 1 Can Infect CD4+ T
Lymphocytes and Induce Programmed Cell Death during Acute Infection of Cattle. J
Virol. 1999;73(10):8657-8668.

Srikumaran S, Kelling CL, Ambagala A. Immune evasion by pathogens of bovine
respiratory disease complex. Anim Heal Res Rev. 2007;8(2):215-229.

79



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

Koppers-Lalic D, Reits EAJ, Ressing ME, et al. Varicelloviruses avoid T cell
recognition by UL49.5-mediated inactivation of the transporter associated with antigen
processing. Proc Natl Acad Sci. 2005;102(14):5144-5149.

Cetkauskaité A. Imunotoksikologija bei cheminiy medziagy ir patogeny sukelto streso
biozymenys. 2005;7:1-55.

Bryant NA, Davis-Poynter N, Vanderplasschen A, Alcami A. Glycoprotein G isoforms
from some alphaherpesviruses function as broad-spectrum chemokine binding proteins.
EMBO J. 2003;22(4):833-846.

Hanon E, Meyer G, Vanderplasschen A, Dessy-Doize C, Thiry E, Pastoret PP.
Attachment but not penetration of bovine herpesvirus 1 is necessary to induce
apoptosis in target cells. J Virol. 1998;72(9):7638-7641.

Hanon E, Keil G, Van Drunen Littel-van Den Hurk S, et al. Bovine herpesvirus 1-
induced apoptotic cell death: Role of glycoprotein D. Virology. 1999;257(1):191-197.

Hanon E, Vanderplasschen a, Lyaku S, Keil G, Denis M, Pastoret PP. Inactivated
bovine herpesvirus 1 induces apoptotic cell death of mitogen-stimulated bovine
peripheral blood mononuclear cells. J Virol. 1996;70(6):4116-4120.

Brown TT, Ananaba G. Effect of respiratory infections caused by bovine herpesvirus-1
or parainfluenza-3 virus on bovine alveolar macrophage functions. Am J Vet Res.
1988;49(9):1447-1451.

Warren LM, Babiuk LA, Campos M. Effects of BHV-1 on PMN adhesion to bovine
lung endothelial cells. Vet Immunol Immunopathol. 1996;55(1-3):73-82.

Trapp S, Osterrieder N, Keil GM, Beer M. Mutagenesis of a bovine herpesvirus type 1
genome cloned as an infectious bacterial artificial chromosome: Analysis of
glycoprotein E and G double deletion mutants. J Gen Virol. 2003;84(2):301-306.

Ciacci-Zanella J, Stone M, Henderson G, Jones C. The latency-related gene of bovine
herpesvirus 1 inhibits programmed cell death. J Virol. 1999;73(12):9734-9740.

Nettleton P, Russell G. Update on infectious bovine rhinotracheitis. In Pract.
2017;39(6):255-272.

Beer M, Dastjerdi A. Infectious bovine rhinotracheitis/infectious pustular
vulvovaginitis. OIE Terr Man. 2017.

Madin SH, Mckercher DG, York CJ. Isolation of the infectious bovine rhinotracheitis
virus. Science. 1956;124(3225):721-722.

Varela APM, Holz CL, Cibulski SP, et al. Neutralizing antibodies to bovine
herpesvirus types 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) and its subtypes. Vet Microbiol.
2010;142(3-4):254-260.

Das Neves CG, Roger M, Yoccoz NG, Rimstad E, Tryland M. Evaluation of three
commercial bovine ELISA Kits for detection of antibodies against Alphaherpesviruses
in reindeer (Rangifer tarandus tarandus). Acta Vet Scand. 2009;51(1):1-10.

Kramps JA, Banks M, Beer M, et al. Evaluation of tests for antibodies against bovine
herpesvirus 1 performed in national reference laboratories in Europe. Vet Microbiol.
2004;102(3-4):169-181.

80



124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Kaashoek MJ, Moerman A, Madi¢ J, et al. An inactivated vaccine based on a
glycoprotein E-negative strain of bovine herpesvirus 1 induces protective immunity
and allows serological differentiation. Vaccine. 1995;13(4):342-346.

Spilki FR, Esteves PA, Da Silva ADA, Franco AC, Rijsewijk FAM, Roehe PM. A
monoclonal antibody-based ELISA allows discrimination between responses induced
by bovine herpesvirus subtypes 1 (BoHV-1.1) and 2 (BoHV-1.2). J Virol Methods.
2005;129(2):191-193.

Vilcek S, Nettleton PF, Herring JA, Herring AJ. Rapid detection of bovine herpesvirus
1 (BHV 1) using the polymerase chain reaction. Vet Microbiol. 1994;42(1):53-64.

Takiuchi E, Médici KC, Alfieri AF, Alfieri AA. Bovine herpesvirus type 1 abortions
detected by a semi-nested PCR in Brazilian cattle herds. Res Vet Sci. 2005;79(1):85-88.

Mweene AS, Okazaki K, Kida H. Detection of viral genome in non-neural tissues of
cattle experimentally infected with bovine herpesvirus 1. Japanese Journal of
Veterinary Research. 1996;44(3):165-174.

De-Giuli L, Magnino S, Vigo PG, Labalestra I, Fabbi M. Development of a polymerase
chain reaction and restriction typing assay for the diagnosis of bovine herpesvirus 1,
bovine herpesvirus 2, and bovine herpesvirus 4 infections. J Vet Diagn Invest.
2002;14(4):353-356.

Claus MP, Alfieri AF, Folgueras-Flatschart A V, Wosiacki SR, Médici KC, Alfieri
AA. Rapid detection and differentiation of bovine herpesvirus 1 and 5 glycoprotein C
gene in clinical specimens by multiplex-PCR. J Virol Methods. 2005;128(1-2):183-
188.

Mackay, I. M.; Arden, K.E.; Nitsche A. Real-time PCR in virology. Nucleic Acids Res.
2002;30(6):1292-1305. doi:10.1093/nar/30.6.1292

Dieter Klein. Quantification using real-time PCR technolohgy: applications and
limitations. Trends Mol Med. 2002;8(6):257-260.

Niesters HGM. Quantitation of viral load using real-time amplification techniques.
Methods. 2001;25(4):419-429.

Wang J, O’Keefe J, Orr D, et al. Validation of a real-time PCR assay for the detection
of bovine herpesvirus 1 in bovine semen. J Virol Methods. 2007;144(1-2):103-108.

Wang J, O’Keefe J, Orr D, et al. An international inter-laboratory ring trial to evaluate
a real-time PCR assay for the detection of bovine herpesvirus 1 in extended bovine
semen. Vet Microbiol. 2008;126(1-3):11-109.

Thonur L, Maley M, Gilray J, et al. One-step multiplex real time RT-PCR for the
detection of bovine respiratory syncytial virus, bovine herpesvirus 1 and bovine
parainfluenza virus 3. BMC Vet Res. 2012;8(1):37.

NOAH Compendium [Zitréta 2019-01-28]. Prieiga internetu:
http://www.noahcompendium.co.uk/home.

O’Toole D, Chase CCL, Miller MM, Van Campen H. Kennedy, the Early Sixties, and
Visitation by the Angel of Death. Vet Pathol. 2014;51(6):1051-1062.

Radostits OM, Done SH. Veterinary Medicine : A Textbook of the Diseases of Cattle,

81



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Sheep, Pigs, Goats, and Horses. Elsevier Saunders; 2007.

Chase CCL, Fulton RW, O’Toole D, et al. Bovine herpesvirus 1 modified live virus
vaccines for cattle reproduction: Balancing protection with undesired effects. Vet
Microbiol. 2017;206(2016):69-77.

Makoschey B, Beer M. A live Bovine Herpesvirus-1 marker vaccine is not shed after
intramuscular vaccination. Berl Munch Tierarztl Wochenschr. 2007;120(11-12):480-
481.

Jillian Bohlen. Impact of Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) on Reproduction in
Cattle. UGA Cooperative Extension. 2013.

McFeely RA, Merritt AM, Steraly EL. Abortion in a dairy herd vaccinated for
infectious bovine rhinotracheitis. J Am Vet Med Assoc. 1968;153(6):657-661.

Su W, Wang W. Evaluating an Inactivated Infectious Bovine Rhinotracheitis VVaccine
for Safety and Efficacy. Acta Scientific Microbiology. 2018;1(6):9-12.

Van Oirschot JT, Kaashoek MJ, Rijsewijk FAM. Advances in the development and
evaluation of bovine herpesvirus 1 vaccines. Vet Microbiol. 1996;53(1-2):43-54.

Zimmerman AD, Buterbaugh RE, Herbert JM, et al. in Pregnant Heifers. J Am Vet Med
Assoc. 2007;231(9):3-6.

Strube W, Auer S, Block W, et al. A gE deleted infectious bovine rhinotracheitis
marker vaccine for use in improved bovine herpesvirus 1 control programs. Vet
Microbiol. 1996;53(1-2):181-189.

Van Oirschot JT, Kaashoek MJ, Rijsewijk FAM, Stegeman JA. The use of marker
vaccines in eradication of herpesviruses. J Biotechnol. 1996;44(1-3):75-81.

Ackermann M, Engels M. Pro and contra IBR-eradication. Vet Microbiol. 2006;113(3-
4 SPEC. ISS.):293-302.

Van Drunen Littel-Van Den Hurk S. Rationale and perspectives on the success of
vaccination against bovine herpesvirus-1. Vet Microbiol. 2006;113(3-4 SPEC.
ISS.):275-282.

Raaperi K, Orro T, Viltrop A. Epidemiology and control of bovine herpesvirus 1
infection in Europe. Vet J. 2014;201(3):249-256.

De Wit JJ, Hage JJ, Brinkhof J, Westenbrink F. A comparative study of serological
tests for use in the bovine Herpesvirus 1 eradication programme in The Netherlands.
Vet Microbiol. 1998;61(3):153-163.

Schroeder C, Horner S, Biirger N, et al. Improving the sensitivity of the IBR-gE ELISA
for testing IBR marker vaccinated cows from bulk milk. Berl Munch Tierarztl
Wochenschr. 125(7-8):290-296.

Bertolotti L, Muratore E, Nogarol C, et al. Development and validation of an indirect
ELISA as a confirmatory test for surveillance of infectious bovine rhinotracheitis in
vaccinated herds. BMC Vet Res. 2015;11(1):5-11.

Kalthoff D, Konig P, Trapp S, Beer M. Immunization and challenge experiments with
a new modified live bovine herpesvirus type 1 marker vaccine prototype adjuvanted
with a co-polymer. Vaccine. 2010;28(36):5871-5877.

82



156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

Gupta PK, Saini M, Gupta LK, et al. Induction of immune responses in cattle with a
DNA vaccine encoding glycoprotein C of bovine herpesvirus-1. Vet Microbiol.
2001;78(4):293-305.

Loehr BI, Willson P, Babiuk L a., van Drunen Littel-van den Hurk S. Gene gun-
mediated DNA immunization primes development of mucosal immunity against
bovine herpesvirus 1 in cattle. J Virol. 2000;74(13):6077-6086.

Oliveira SC, Harms JS, Rosinha GMS, Rodarte RS, Rech EL, Splitter GA. Biolistic-
mediated gene transfer using the bovine herpesvirus-1 glycoprotein D is an effective
delivery system to induce neutralizing antibodies in its natural host. J Immunol
Methods. 2000;245(1-2):109-118.

Toussaint JF, Letellier C, Paquet D, Dispas M, Kerkhofs P. Prime-boost strategies
combining DNA and inactivated vaccines confer high immunity and protection in cattle
against bovine herpesvirus-1. Vaccine. 2005;23(43):5073-5081.

Toussaint J-F, Coen L, Letellier C, et al. Genetic immunisation of cattle against Bovine
herpesvirus 1: glycoprotein gD confers higher protection than glycoprotein gC or
tegument protein VP8. Vet Res. 2005;36(4):529-544.

loannou XP, Griebel P, Hecker R, Babiuk LA, van Drunen Littel-van den Hurk S. The
immunogenicity and protective efficacy of bovine herpesvirus 1 glycoprotein D plus
emulsigen are increased by formulation with CpG oligodeoxynucleotides. J Virol.
2002;76(18):9002-9010.

Kydd JH, Townsend HGG, Hannant D. The equine immune response to equine
herpesvirus-1: The virus and its vaccines. Vet Immunol Immunopathol. 2006;111(1-
2):15-30.

Kydd JH, Wattrang E, Hannant D. Pre-infection frequencies of equine herpesvirus-1
specific, cytotoxic T lymphocytes correlate with protection against abortion following
experimental infection of pregnant mares. Vet Immunol Immunopathol. 2003;96(3-
4):207-217.

Van Drunen Littel-van den Hurk S, Van Donkersgoed J, Kowalski J, et al. A subunit
glV vaccine, produced by transfected mammalian cells in culture, induces mucosal
immunity against bovine herpesvirus-1 in cattle. Vaccine. 1994;12(14):1295-1302.

Hurk SVDL den, Tikoo SK, Liang X, Babiuk LA. Bovine herpesvirus-1 vaccines.
Immunol Cell Biol. 1993;71(5):405-420.

Gogev S, Vanderheijden N, Lemaire M, et al. Induction of protective immunity to
bovine herpesvirus type 1 in cattle by intranasal administration of replication-defective
human adenovirus type 5 expressing glycoprotein gC or gD. Vaccine. 2002;20(9-
10):1451-1465.

Gogev S, Georgin J-P, Schynts F, Vanderplasschen A, Thiry E. Bovine herpesvirus 1
glycoprotein D expression in bovine upper respiratory tract mediated by a human
adenovirus type 5. Vet Res. 2004;35:715-721.

Papp Z, Pyne C, Griebel P, et al. Mucosal immunization of calves with recombinant
bovine adenovirus-3: induction of protective immunity to bovine herpesvirus-1. J Gen
Virol. 1999;80(5):1263-1269.

Reddy PS, Idamakanti N, Chen Y, et al. Replication-defective bovine adenovirus type
83



170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

3 as an expression vector. J Virol. 1999;73(11):9137-9144.

Pérez Filgueira DM, Zamorano PI, Dominguez MG, et al. Bovine herpes virus gD
protein produced in plants using a recombinant tobacco mosaic virus (TMV) vector
possesses authentic antigenicity. Vaccine. 2003;21(27-30):4201-4209.

Gogev S, De Fays K, Versali MF, Gautier S, Thiry E. Glycol chitosan improves the
efficacy of intranasally administrated replication defective human adenovirus type 5
expressing glycoprotein D of bovine herpesvirus 1. Vaccine. 2004;22(15-16):1946-
1953.

Nichani A, Mena A, Kaushik R. Stimulation of innate immune responses by CpG
oligodeoxynucleotide in newborn lambs can reduce bovine herpesvirus-1 shedding.
Oligonucleotides. 2006;16(1):58-67.

Richens IF, Hobson-West P, Brennan ML, et al. Factors influencing veterinary
surgeons’ decision-making about dairy cattle vaccination. Vet Rec. 2016;179(16).

Cattle Health Certification Standards. Incorporating Rules for Cattle Health Schemes.
2015;(Liepa) [Ziuréta 2019-01-29]. Prieiga internetu: http://www.checs.co.uk/wp-
content/uploads/2015/08/CHeCS-Technical-Document-final-2015.pdf.

Nuotio L, Neuvonen E, Hyytidinen M. Epidemiology and eradication of infectious
bovine rhinotracheitis/ infectious pustular vulvovaginitis (IBR/IPV) virus in Finland.
Acta Vet Scand. 2007;49(1):1-6.

Lazi¢ S, Petrovi¢ T, Bugarski D, et al. Prospectives and Necessity of Eradication of
Infectious Bovine Rhinotracheitis / Infectious Pustular Vulvovaginitis. Arch Vet Med.
2016;9(1):3-12.

Ackermann M, Miiller HK, Bruckner L, Kihm U. Eradication of infectious bovine
rhinotracheitis in Switzerland: review and prospects. Vet Microbiol. 1990;23(1-4):365-
370.

Corkish JD. An attempt to establish a herd serologically negative for infectious bovine
rhinotracheitis. Vet Rec. 1988;122(23):552-554.

Komisijos Sprendimas 2004 m. Liepos 15 d. D¢l Tarybos Drektyvos 64/432/EEB D¢l
Papildomy Bendrijos Galvijy Vidaus Prekybos Garantijy, Susijusiy Su Infekciniu
Galvijy Rinotracheitu, Ir Infekcijos Likvidavimo Programy, Pateikty Atitinkamy
Valstybiy Nariy, Patvirtinimo Jgyvendinimo. 2014 [Ziaréta 2019-01-29]. Prieiga
internetu: https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/LT/TXT/PDF/?uri=CELEX:02004D0558-20141010&from=EN.

Komisijos Jgyvendinimo Sprendimas 2014 m. Spalio 8 d. Dél Infekcinio Galvijy
Rinotracheito Likvidavimo Belgijoje Kontrolés Programos Patvirtinimo Ir Dél
Vokietijos Tiuringijos Federalinés Zemés Statuso Kaip Neuzkréstos Infekciniu Galvijy
Rinotracheitu I3 Dalies Kei¢iami Sprendimo 2004/558/EB I Ir II Priedai. 2014 [Zitréta
2019-01-29]. Prieiga intenetu: https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/LT/TXT/PDF/?uri=CELEX:32014D0703&from=EN.

Bovine and Swine Diseases, Situation 2016. 2016 [Ziaréta 2019-01-29]. Prieiga
internetu: https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/animals/docs/la_annual-
situation_2016.pdf.

OIE. Access online: OIE - World Organisation for Animal Health. 2018 [Ziaréta 2019-
84



183.

184.

185.

186.
187.

01-29]. Prieiga internetu: http://www.oie.int/en/standard-setting/terrestrial-code/access-
online/.

OIE. Infectious bovine rhinotracheitis/ infectious pustular vulvovaginitis. 2018 [Zitréta
2019-01-29]. Prieiga internetu:
http://www.oie.int/index.php?id=169&L=0&htmfile=chapitre_ibr_ipv.htm.

Algirdas Salomskas et al. Galvijy infekcinio rinotracheito ir virusinés diaréjos
diagnostikos ir prevencijos problemos. 2006;33(55).

Zinynas gyvuliy pienininkystei - augintojams [Zitréta 2019-01-29]. Prieiga internetu:
https://www.vxa.se/globalassets/dokument/fordjupningar/info-pa-flera-
sprak/manual_for_livestock_keepers_lithuanian.pdf.

Jamieson A. Vadovas Mésiniy Galvijy Augintojui. Lietuvos gamtos fondas; 2013.

Ezzi A, Hatami A, Bakhshesh M, Shoukri MR, Gharaghozloyan M. Serological study
of bovine herpesvirus type 1 and parainfluenza type 3 in cow farms of Qazvin province
based on different ages and seasons. Arch Razi Inst. 2013;68(1):53-57.

85



