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Santrauka. Vieno mégintuvélio lizdineé AT-PGR buvo pritaikyta greitam galviju virusinés diaréjos viruso (GVDV)
ir klasikinio kiauliy maro viruso (KKMV) nustatymui ir diferencijavimui. Siy tyrimy tikslas - iSbandyti supaprastinta
atvirkstinés transkripcijos lizding polimerazés grandining reakcija (AT lizdiné PGR) GVDV ir KKMV diagnostikoje.
Siam tikslui bendra RNR buvo idskirta i$ virusais uzkresty lasteliy kultiiry ir i$ viso EDTA stabilizuoto kraujo. Penki
mikrolitrai RNR buvo transkribuoti ir amplifikuoti dviem metodais. standartiniu, triju etapy ir modifikuotu vieno
uzdaro mégintuvélio. Kiekvienam metodui buvo panaudoti du oligonukleotidy rinkiniai. Pirmasis buvo specifiskas
visiems pestivirusams ir komplementarus 5’ -UTR pestivirusy genomo regionui. Antrasis, sudarytas i E2 proteina
koduojancios regiono nukleotidy seky, buvo naudojamas diferencijuoti KKMV nuo GVDV. Standartinis metodas,
susidedantis iS trijy etapuy, atliktas 3 skirtinguose megintuvéliuose: AT, PGRI ir lizdine PGR. Vieno mégintuvélio
lizdinés PGR vis trys etapai buvo atliekami uZdarytame megintuvélyje. Siam metodui AT-PGRI reagentai buvo
sudedami i mégintuvélio dugna, tuo tarpu lizdinés PGR komponentai imobilizuojami mégintuvélio dangtelyje,
panaudojant polisacharida trechaloze. Uzbaigus AT-PGRI etapa, mégintuveélis buvo keleta karty pavartomas, trumpai
nucentrifuguojamas ir toliau atliekama lizdiné PGR. Tyrimai jrodé, kad vieno uzdaro mégintuvélio AT lizdines PGR
metodas buvo labai jautrus ir maZiau linkes i klaidingai teigiamus tyrimu rezultatus, lyginant su standartine AT lizdine
PGR arba AT-PGRI. Sis metodas galéty pagerinti jau egzistuojancias AT-PGR nustatant GVDV ar KKMV.

RaktaZodziai: pestivirusai, AT lizdiné PGR, GVDV, KKMV.

APPLICATION OF ONE TUBE REVERSE TRANSCRIPTION AND NESTED
POLYMERASE CHAIN REACTION (RT-NESTED PCR) FOR RAPID DETECTION AND
DIFFERENTIATION OF PESTIVIRUSES

Summary. A single tube nested RT-PCR was developed for rapid detection and identification bovine viral diarrhea
virus (BVYDV) and classical swine fever virus (CSFV). The aim of the study was to apply the simplified procedure of
reverse transcription and polymerase chain reaction (RT nested PCR) for diagnosis BVDV and CSFV. Tota RNA was
extracted from virus-containing cell culture supernatant and whole EDTA blood. Five microliters of RNA were
reversely transcribed and amplified by two methods: standard, three steps and modified closed one-tube. Two sets of
PCR primers were used for each method. The first, based on 5 UTR of pestivirus genome, was specific for all
pestiviruses. The second, designed on E2 protein-coding region was used for specificaly differentiate CSFV from
BVDV. The standard method consisting of 3 steps was performed in 3 separate reaction tubes: RT, PCR, nested PCR.
In the single-tube method al three steps were performed in a single closed tube. In this method reagents for RT-PCR
step were deposited in tube bottom, while re-agents for nested PCR were immobilized in a tube cap using carbohydrate
trehalose. After the RT-PCR step was completed the tube was vortexed, centrifuged and the nested PCR was performed.
It was concluded that the closed one tube RT-nested PCR method was very sensitive and less prone to giving false
positive results compared to standard RT-nested PCR or RT-PCRI, carried out in separate reaction tubes. This method
could be an improvement over existing RT-PCR assays for BVDV and CSFV.

Keywords:. pestivirus, RT-nested PCR, BVDV, CSFV.

Ivadas. Pedtivirusai yra plagiai palite ir svarbas
patogenai galvijams, kiauléms ir avims (Baker, 1987).
Buadami pakankamai mazi, turintys teigiama RNR
grandine, jie priklauso Flaviviridae Seimai ir sukelia savo
natiraliems Seimininkams labai  jvairius klinikinius
pozymius. Pestivirusinis genomas apytikriai sudarytas iS
12500 nukleotidy, suskirstyty | atvirus nuskaitymo
remelius, kurie buna iSsidéste tarp 5' ir 3' nekoduojanciy
regiony (UTR). 5'UTR genomo sritis turi antring
struktira ir laikoma patia konservatyviausia genomo
vieta visiems pestivirusams (Deng ir Brock, 1993; Mayers

ir Thiel, 1996). Atsizvelgiant i genetinius skirtumus, Siuo
metu yra Zzinomos keturios pestivirusy rasys arba
genetiniai tipai ( Becher ir kt. 1995; Paton, 1995). Kiauliy
klasikinis maras (KKM) natiralia pasireiskia kiauléms.
Galviju virusnés diaréjos (GVD) | tipo virusas
dazniausiai nustatomas galvijams, taciau gali biti
diagnozuojamas avims ir kiaulems. Kitas GVDV Il tipo
virusas, Zzinomas kaip atipiskas GVDV ( Ridpath ir kt.
1997), taip pat pasireikia galvijams, tatiau buvo
nustatytas avims ir oZzkoms. Pasienio ligos virusas yra
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pagrindinis aviy pestivirusinis tatiau
retkarciais uzkregiair kiaules.

Pestivirusai sukelialabai jvairius klinikinius pozymius
ir padaro  didelius  ekonominius  nuostolius
gyvulininkystéje. GVDV yra Siuo metu placiai iSplites
galviju populiacijose, kuriose veidiniai gyvuliai netiriami,
ar jie néra persistentiskai uzsikréte pestivirusais. Yra
Zinoma, kad pagrindinis GVDV infekcijos 3Sdltinis
bandoje yra persistentiSkai uzsikréte, imunotolerantiski
gyvuliai, kurie ir iSplatina § pestivirusa bandoje. GVDV
uzkrecia embrioninj seruma, lasteliy kultaras, todél gali
trukdyti  atliekant  diagnostika  virusologiniais ir
imunologiniais metodais (Paton, Carlsson ir kt. 1995).
KKMYV dazniausiai sukelia ypatingai daug problemy, nes
uzsikrétusios kiaulés turi bati sunaikintos, nepaisant
padermés virulentiskumo ir ligos eigos. Siuo atveju
nataraliai iSkylair tikslios diagnozés poreikis, kadangi yra
labai  sunku nustatyti, koks pestivirusas buvo
diagnozuotas tiriamojoje medziagoje. Y pa¢ turint galvoje
tai, kad galviju ir kiauliy pestivirusai gali bati sunkiai
diferencijuojami tradiciniais  virusologiniais ir
imunologiniais metodais. Patikimy ir greity pestivirusy
nustatymo metody poreikis atsirado ne tik dél ekonominiy
prieZzastiy, bet ir todél, kad Siems pestivirusams néra
budingas grieztas dauginimosi rasinis specifiSkumas, o

patogenas,

didelis genomo panaSumas diagnostikoje gali bati
kryZminiy reakciju priezastimi.
Pagrindiniai  pestivirusy  rutininés  diagnostikos

metodai yra virusy izoliavimas lasteliy kultarose ir
identifikavimas panaudojant specifiniy antikiiny turinéius
serumus. Monokloniniy antikiiny panaudojimas (mABS)
pagerino pestivirusy diagnostika ir diferencijavima, nes
leido tiriamojoje medZiagoje atskirti GVDV ir KKMV
(Edwards ir kt. 1991). Tatiau mABs panaudojimas
diferencijugjant pestivirusus yra gana problematiskas
todél, kad dauguma pestivirusiniy padermiy nepasizymi
citopatiniu  efektu, todél reikalingas papildomas
identifikavimas imunoperoksidazés reakcija. Svarbu tai,
kad daZnai tiriamoji patologiné medZiaga gali bt
toksiska lasteliy kultaroms, kuriose bandoma virusus
izoliuoti ir identifikuoti, todel iS viso negalima atlikti
tyrimus.

Pestivirusy ~ diagnostikai ir  diferencijavimui
pastaraisiais metais buvo panaudoti cDNR amplifikavimo
metodai, kurie leido nustatyti netgi labai nedidelius
specifinés  virusinés nukleininés ragdties  kiekius
tiriamojoje  medZiagoje.  Atvirk&tinés transkripcijos
polimerazés grandininé reakcija pirmiausia buvo
pritaikyta pestivirusy nustatymui. Siam tikslui  buvo
panaudoti specifiniai pradmenys is nekoduojanéio 5'UTR
regijono arba i$ proteinus kodojan¢iy pestivirusy genomo
regijony (Sandvik ir kt. 1997; Letellier ir kt. 1999).
Pestivirusy diferencijavimui PGR metodu buvo pasialyti
oligonukleotidy pradmenys komplementaras proteinus
koduojantiems regionams , kurie buvo specifiski KKMV
(Canal ir kt. 1996; Katz ir kt. 1993; Wirz ir kt. 1993;
Vilcek ir kt. 1994) arba GVDV ( Hyndman ir kt. 1998 ,
Sullivan ir kt. 1995). Pastaruoju metu pestivirusy
diagnostikai ir diferencijacijai buvo pasitlytas TagMan
RT-PCR metodas, leidzZiantis pestivirusing nukleining
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ragsti ne tik identifikuoti kokybiska bet ir kiekybiskal
(McGoldrick ir kt. 1998; Bhudevi ir kt. 2001).

Nepaisant to, kad yra paskelbta nemaZai publikacijy
apie AT-PGR panaudojima pestivirusy diagnostikoje ir
diferencijavime, §io metodo ir ypat lizdinés AT-PGR
platesnis pritaikymas, siekiant padidinti metodo jautruma,
iSieka vis dar ribotas dél to, kad labai daznai pastebimi
klaidingai teigiami reakcijos rezultatai. Tyrimy metu
reikia 2-3 kartus atidaryti ir veél uzdaryti PGR
mégintuvélius. Tai padidina rizika kontaminuoti tiriamaji
mégini paSaline pestivirusine RNR arba cDNR. Todél
pestivirusy diagnostikos ir diferencijavimo metodus
lizdine AT-PGR prireiké supaprastinti ir tokiu budu
sumazinti kaidingy rezultaty galimybe.

Sio darbo tikslas - pritaikyti lizding AT-PGR viename,
uZdarytame meégintuvélyje, optimizuoti lizdines PGR
panaudojima  diferencijugjant GVDV ir KKMV
panaudojant keturias poras oligonukleotidy pradmeny i$
bendro visiems pestivirusams 5’ UTR genomo regijono ir
specifinés , KKMV E2 proteing koduojancios srities,
iSbandyti metoda rutininéje GVDV diagnostikoje.

Medziagos ir metodai. Tyrimuose buvo panaudotos
referentinés pestivirusinés galviju virusines diaréjos
(GVDV) “NADL” ir “NY-1" padermés, atitinkancios
citopatini ir necitopatini GVDV biotipus, klasikinio
kiauliy maro (KKMV) referentiné Europos Sajungoje
padermé “Alfort 187", kurios buvo pagausintos
pestivirusams jautriose lasteliy kultirose MDBK ir PK-15
pagal ankstiau apraSyta metodika (Mockelianiené ir kt.
2000).

RNR i&skyrimas. AT-PGR metodu tyrimuose
panaudota pestivirusiné RNR buvo iSskirta iS EDTA
stabilizuoto kraujo vienbranduoliy lasteliy arba MDBK,
PK-15 lasteliy kultary meéginiy Sam tikslui pnaudojant
iSskyrimo rinkinj “Total RNA Prep Plus’, kurio veikimas
paremtas modifikuotu Chomczynski metodu
(Chomczynski ir Sacchi, 1987). Visa RNR izoliavimo
procedira buvo atlickama paga gamintoju (A&A
Biotechnology, Gdynia, Lenkija) pateikta apraSyma.
Trumpai, 250 pl tiriamo serumo arba lasteliy kultiry
terpés buvo paveikiama 800 ul fenozolo, kuris sukelia
visi&ka lasteliy lize. Inkubuojama 50 °C 5 min. ir
uzpilama 200 pl chloroformo, intensyviai kratoma
(purtykle MS1 Minishaker) 15 s, 3 min. laikoma
kambario temperatiroje ir 10 min. centrifuguojama (10
takst.aps./min.). PavirSing frakcija perkeliama i nauja
meégintuvéli, uzpilama 250 pl izopropanalio, iSmaiSomair
vél perkeliama | kita meégintuvélj, turinti specialia
membrana, imobilizuojancia RNR, centrifuguojama (10
takst.aps./min., 1 min). Sioje stadijoje virusinés RNR
molekulés, prisitvirtinusios membranos struktaroje, tris
kartus praplaunamos specidiu tirpalu, kurio sudétyje yra
96° etanolio. 700pl minéto plovimo tirpalo uzpilama ant
membranos su RNR, centrifuguojama 10 takst.aps./min.,
2 min. Nusausinus RNR centrifugavimu ( 2 min. 10
tkst.aps./min.), ant membrany uzpilama 100 pl vandens,
kuris neturi Rnaziy ir kity inhibitoriniy medziagy (DEPC
vanduo). Bendra ekstrahuota RNR buvo panaudota kaip
matrica vieno meégintuvelio atvirkdtingés transkripcijos
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lizdingje PGR ir tradicingje, triju pakopu (atvirkstinés
transkripcijos, pirmosios PGR ir lizdinés PGR) AT-PGR.
RT-PGR. Tradiciné , triju etapu RT-PGR buvo
atliekama pagal Hydman ir kt. (1998) AT-PGR metodika.
Supaprastintoje vieno mégintuvélio lizdinéje AT-PGR
pirmiausia paruoSiami reagentai antram, t.y. lizdinés PGR
etapui. Siam tikslui paruoSamas reakcijos misinys,
kuriame yra 5 pl 22% trechalozés (Sigma), naudojamos
kitiems reakcijos komponentams iSlaikyti, 20 pmol/pl

kiekvieno iS vidiniy nukleotidy pradmeny (A11, Al14 arba
B,C, 1 lentel¢), 1 pul dANTPs misinio (dATP, dCTP, dCTP,
dGTP, dTTP) 10 mM tirpao, 0,25 pl Tag DNA
polimerasés (1,25 U, Fermentas, Vilnius). I kiekvieno 0,2
ml Eppendorf mégintuvélio dangtelj tokio lizdinés PGR
misinio iSpilstoma po 825 pl ir paliekama 2 val.
kambario temperatiroje dziati. Tokiu budu iSdziovinti
lizdinés PGR reagentai yra tinkami naudoti 6 meén.

llentelé. AT lizdingje PGR panaudoti ologonukleotidy pradmenys

Pradme- Oligonukleotidy Kryptis Oligonukleotidy pradmeny seka Pozicija Genomo
pradmeny AP S : .
nys S 53 53 nukleotide regionas
pavadinimai
V324 — ATGCCC(T/A)TAGTAGGACTAGCA 90-110 5UTR
. | Soriniai
Bendri | v326 - TCAACTCCATGTGCCATGTAC 353-373 5 UTR/NFRC
vISems Vidiniai
pestivi- All — AGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCG 161-186 5UTR
rusams
Al4 — CAACTCCATGTGCCATGTACAGCAG 348-372 5 UTR/NRO
A — ATATATGCTCAAGGGCGAGT 3378-3397 E2
Specif.
klasiki- D — ACAGCAGTAGTATCCATTTCTTTA 3499-3519 E2
niam
kiauliy B — CTGTGGCTAATAGTGACCTAC 3652-3671 E2/NS2
maruli
C — CATTTCTTTATGGGCTCATC 3662-3685 E2/NS2

Sekanciame etape buvo panaudoti tie patys 0,2 ml
Eppendorfo mégintuvéliai, kuriy kamSteliuose buvo
trechalozéje isdZiovinti lizdines PGR komponentai.
Atvirkstiné transkripcija (AT) ir PGR-1 buvo atliekama
minéty mégintuvéliy  dugne.  Amplifikacijai  buvo
naudojamas 50 pl misinys: 5 pl bendros RNR, 5 pl
10xPGR buferio (100mM TrissHCH, pH 8,8, 500 mM
KCl, 0,8% nonidet P40, Fermentas), 5ul MgCl, (25 mM,
Fermentas), 2 pul dNTPs (10 mM, Fermentas), po 5 pmol
iSoriniy pradmeny (V324, V326, arba A,D 20 pmol/ul
koncentracija, 1 lentel¢), 1ul 10% tritonX-100 (Sigma),
0,5 ul (2,5 U) Tag DNA polimerazés (Fermentas), 0,2 pl
(10 U) RNanasin (Fermentas) ir 0,5 ul (100U) MMLV
reversinés transcriptazés (Fermentas) ir 29,25 pl DEPC
vandens. AT-PGR mi&inio, esancio mégintuvélio dugne,
atskyrimui nuo lizdinés PGR komponenty mégintuvélio
kamé&telyje buvo naudojamas minerainis aigjus (Sigma).
Vieno mégintuvélio AT lizdiné PGR buvo atliekama
amplifikatoriuje Mastercycler ® (Eppendorf). Sumaiius
RNR ir AT-PGRI miSinj, atvirksting transkripcija buvo
atliekama cikleryje esant 40 °C temperatiirai 30 min, AT
fermentai inaktyvuojami kaitinant 95 °C 3 min. 15 karto
po to pradedama 20 cikly amplifikacijos reakcija: cDNR
denatiiravimas — 94 °C 1 min., hibridinimas su specifiniais
pradmenimis- esant 52 °C 1 min., cDNR eongacija
(prailginimas) — esant 72 °C temperatirai 1 min.
Pasibaigus pirmajam amplifikacijos etapui mégintuvéliai
buvo apverciami keleta karty, siekiant sumaidyti ir
iStirpinti  lizdinées PGR komponentus mégintuvélio
dangtelyje su PGRI produktais, esanciais dugne. Po to
mégintuvélia buvo  trumpai  nucentrifuguojami  ir

atliekama lizdiné PGR naudojant 30 amplifikavimo cikly:
94 °C 1 min., 52°C 1 min., 72°C 1 min.

AT-PGR amplifikacijos produktai buvo analizuojami
2% agarozés gelyje (Top Vison™ GQ Agarose,
Fermentas), dazytame etidZzio bromidu (koncentracija 1
pg/ml.). 10pl PGR produkto buvo atliekama elektroforezé
IXTBE buferyje (90mM Tris, 90mM boro ragsties, 2 mM
EDTA), leidZiant 120 V srove 45 min. PGR rezultatai
buvo matomi UV lempos spinduliuose, esant specifiniam
DNR juosteliy Svytéjimui 212 bp arba 172 bp molekulini
7ymekli GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus
(Fermentas) atitinkanciose pozicijose.

Statistiné  duomeny analizé  buvo atlikama
kompiuterine programa “ Graph Prism ™” . Apskaigiuotas
Student’o patikimumo koeficientas. Duomenys laikyti
patikimais, kai p< 0,05.

Tyrimuy rezultatai. Atliekant lizding AT-PGR
viename meégintuvélyje arba tradicing AT-PGR
skirtinguose mégintuvéliuose (atskirai AT, PGR I, lizdiné
PGR) su bendrais visiems pestivirusams pradmenimis (1
lentel¢), buvo gauti tie patys specifiniai amplifikavimo
212 bp produktai, kuriy dydis atitiko norima ampifikuoti
pestivirusy genomo regiona. Vieno mégintuvélio lizdinei
AT-PGR buvo eksperimentiskai nustatyta optimali
hibridinimo  temperatara ir MgCl, koncentracija
(duomenys neparodyti), kurie leido optimaliai padidinti
reakcijos jautruma ir specifiskuma. Eksperimentiniai
meéginia su “NADL”, “NY-1" (GVDV) ir “Alfort-187"
(KKMV)  padermémis  generavo  tuos  pagius
amplifikavimo produktus (1 pav.) SumaiSius minétas
padermes tarpusavyje buvo gauti tie patys visems
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pestivirusams badingi 212 bp amplifikavimo produktai.
Tiriant vieno mégintuvélio lizdine AT-PGR neuzkrésty
lasteliy kultiry méginius, taip pat dejonizuotg vandeni
arba persistentikai  neuZkrésty  galviju  krauja,
pestivirusiné ¢cDNR nebuvo identifikuota. Kiekvienos
pestivirusinés padermés AT-PGR tyrimai buvo atliekami
po penkis kartus ir visais atvejais gauti rezultatai buvo
tokie patys.

1 2 3 4 5 6 7 8

lizdinés PGR

1 pav. Vieno mégintuvélio AT
rezultatai 2% agarozés gelyje su bendrais visems
pestivirusams oligonukleotidy pradmenimis

1 linija — neuzkrésty pestivirusais MDBK  Iasteliy
kultaros suspensija.

2 linija — neuZkrésty pestivirusais PK-15 lasteliy
kultiros suspensija.

3 linija — dejonizuotas vanduo (AT-PGR neigiama
kontrol¢).

4 linija — dejonizuotas vanduo (AT-PGR neigiama
kontrol¢).

5 linijar persistentiSkai neuzsikrétusiy, serologiskai
neigiamy 10 galviju kraujo jungtinis méginys, AT-PGR
rezultatas neigiamas.

6 linija— persistentiskai uzsikrétusiy 10 galviju kraujo
jungtinis  meéginys, AT lizdine PGR teigiama,
amplifikuotas 212 bp produktas.

7 linija — GVDV citopatine “NADL”
teigiama reakcijos kontrolé.

8 linija — GVDV necitopatineé “NY-1" padermé,
teigiama reakcijos kontrolé.

9 linija — KKMV “Alfort 187" padermé, teigiama
reakcijos kontrolé.

10 linijaesumaisyty GVDV (“NADL” ir “NY-1"),
KKMV (* Alfort 187") padermiy amplifikavimo
rezultatai, teigiama visy pestivirusy kontrolé.

M — molekulinés masés Zymuo GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder Plus (Fermentas). Viena linija atitinka 100
bp amplifikuoto produkto dydi.

padermé,

Vieno mégintuvélio lizdineé AT-PGR ir tradiciné AT-
PGR skirtinguose meégintuvéliuose su specifiniais kiauliu
maro viruso pradmenimis (1 lentel¢) leido diferencijucti
KKMYV referenting ES padermg “Alfort 187" nuo GVDV
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“NADL" ir “NY-1" padermiy. Lizdiné AT-PGR leido
amplifikuoti 172 bp produkta (2 pav.), kurio dydis atitiko
norimag amplifikuoti E2 KKMV specifini genomo
regijona. NeuZkrésty lasteliy kultary meéginiy arba
vandens tyrimai KKMV RNR neidentifikavo, pakartotiny
penkiy tyrimy rezultatai buvo identiski pirmajam.
Amplifikuojamt GVDV referentines padermes AT-PGR
produkto nebuvo gauta (2 pav.).

1 2 3 4 5M 6 7 8 9 10

-
erye
e
e
R
—
L
—

172 bp

2 pav. Vieno megintuvélio lizdineé AT-PGR su
specifiniais kiauliy maro viruso pradmenimis iS E2
koduojanéio regiono leido difetencijuoti GVDV nuo
KKMV.

1 linija — neuzkrésty KKMV PK-15 Igsteliu kultaros
suspensija. AT-PGR nevyko.

2 linija — GVDV citopatine “NADL” padermé.
Specifinio amplifikavimo produkto nebuvo gauta.

3 linija— GVDV necitopatiné “NY-1" padermé. AT-
PGR specifinio produkto nebuvo gauta.

4 linija— KKMV “Alfort 187" padermé. Lizdine AT-
PGR amplifikavo specifini 172 bp produkta.

5 linija— dejonizuotas vanduo, neigiama kontrolé.

M linija — molekulinés masés Zymuo GeneRuler™
100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas). Viena linija
atitinka 100 bp amplifikuoto produkto dydi.

6 linija neuZkrésty pestivirusais MDBK Iasteliy
kultiiros suspensija.

7 linija -GVDV citopatiné “NADL” padermé,
teigiama AT-PGR su bendrais visiems pestivirusams
pradmenimis.

8 linija — GVDV necitopatine “NY-1" paderme,
teigiama AT-PGR su bendrais visiems pestivirusams
pradmenimis.

9 linija — KKMV "Alfort 187" padermé, teigiama
teigiama AT-PGR su bendrais visiems pestivirusams
pradmenimis.

10 linija— dejonizuotas vanduo, neigiama kontrolé.

Lizdinés vieno mégintuvélio AT-PGR reakcijos
jautrumas buvo patkrintas lyginant modifikuota metoda
su paprasta AT-PGRI arbatriju etapy lizdine AT-PGR (2
lentel¢). Kiekvienu metodu atliekant tyrimus po penkis
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kartus buvo gauti tokie patys rezultatai, taciau tradicinés
triju mégintuvéeliy AT-PGR dvigjuy tyrimy kai kuriuose
neigiamos kontrolés méginiuose buvo gauti klaidingai
teigiami rezultatai (smulkiau neparodyta). Tradicinés ir
vieno megintuvélio lizdines AT-PGR rezultatai sutapo,
tatiau pirmuoju atveju buvo nustatyti teigiami rezultatai
tokiuose méginiuose, kuriuose pestivirusy negaléjo bati

(neigiama kontrol¢). Visais atvegjais lizdines PGR
reakcijos jautrumas buvo bent jau 100 karty didesnis uz
paprasta AT-PGR, o specifinia reakcijos produktai
agarozés gelyje rySkiausi. Teigiami vieno meégintuvelio
AT-PG6R rezultatai buvo gauti net atskiedus pestivirusus
iki 10,

2 lentelé. AT-PGR jvairiy metody jautrumo palyginamasis jvertinimas

Virusy atskiedimas meginyje prieS RNR iSskyrima
Virusiné paderme ir
AT-PGR metodas -
Pradinis | 10* | 102 | 10® | 10* | 10° | 10° | 107 | 10° '\l'(e' giama
ontrolé
GVDV NADL
AT-PGR | ++ ++ ++ + + - - - * *
Triju megintuveliy ++ ++ ++ ++ ++ + - - - -
lizdine AT-PGR
Vieno uzdaro ++ ++ ++ ++ ++ + - - - -
megintuvelio lizdine
AT-PGR
GVDV New York
AT-PGR | ++ ++ ++ ++ + - - - - -
Triju megintuveliy ++ ++ ++ ++ ++ + + - -* -*
lizdine AT-PGR -
Vieno uzdaro ++ ++ ++ ++ ++ + + - -
megintuvelio lizdine
AT-PGR
KKMV Alfort 187 -
AT-PGR | ++ ++ ++ ++ + + - - - -
Triju megintuveliy ++ ++ ++ ++ ++ + + -
lizdine AT-PGR -
Vieno uzdaro ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - -
megintuvelio lizdiné
AT-PGR

+, ++, - PGR produkty juosty intensyvumas po agarozes gelio elektroforezes.

-, neigiamas PGR rezultatas.

* - bent vieng karta i$ penkiy tyrimy buvo nustatytas klaidingai teigiamas rezultatas (neigiamos kontrolés kontaminacija

pestivirusine RNR).

3 lentel¢. Galvijy kraujo meéginiy tyrimy rezultatai jvairiais AT-PGR metodais

Specifiniai tik
Bendri visiems 18 viso AT-PGR rezultatas o KOI:l:\ﬁl\éOtl_ 15Vviso AT-PGR rezultatas
pestivirusams tirta d 9 radmenvs tirta
AT-PGR metodas pradmenys galviju o o up ir Y galviju L
ir amplifikuoto | kraujo | T€9i& | Negia o kraujo | 199%& | Naigiam
rodukto dydis | megini my my | amplifikuoto | . my Tt
P 9N 1 yeaicius | skaicius | produkto I aicius | Skaicius
dydis
V324, V326 49 6* 43* A,D 49 0 49
AT-PGR | 288 bp 282 bp
Trijy etapy V324, V326 49 10% 30* A, D 49 0 49
lizdine AT-PGR All, Al4 B,C
212 bp 172 bp
Vieno uzdaro V324, V326 49 10* 39* A,D 49 0 49
meégintuvelio All, Al4 B,C
lizdine AT-PGR 212 bp 172 bp
*p<0,05
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Lizdinés vieno mégintuvélio AT-PGR metodo
tinkamumas buvo iSbandytas rutininiuose tyrimuose
nustatant persistentiskai uzsikrétusius GVDV individus
bandoje. Specifiniy antikiny neturéjusiy galviju kraujo
méginiai buvo i&tirti trimis metodais, panaudojant visiems
bendrus  pestivirusams  ir  specifinius  KKMV
ologonukleotidy pradmenis (3 lentel¢). Lenteléje pateikti
duomenys rodo, kad lizdinés vieno mégintuvélio AT-PGR
metodas leidzia identifikuoti GVDV neSiotojus bandoje
lygiai kaip ir tradicinis triju etapy lizdinés AT-PGR
metodas. Cia kokiy nors duomeny skirtumy nebuvo
pastebéta, tatiau statistiSkai patikimi  skirtumai  buvo
nustatyti tarp AT-PGRI ir vieno uzdaro meégintuvélio
lizdines AT-PGR (p< 0,05). Antruoju metodu
persistentiskai infekuoty individy buvo nustatyta 1,67
karto statistiSkai patikimai daugiau. Specifiniai PGR
produktai su bendrais pestivirusiniais pradmenimis ir
neigiami tyrimy rezultatai su specifiniais KKMV
pradmenimis rodo, kad Sis metodas leidZia nustatyti

persistentiSkai  uzsikrétusius GVDV galvijus, kuriy
tyrimai  srologiniais metodais buvo  neigiami.
EksperimentiSkai uzkrétus 20 persistentiSkai

neuzsikrétusiy GVDV galviju kraujo méginiy KKMV
referentine Alfort 187 paderme, vieno meégintuvélio
lizdiniu AT-PGR metodu buvo gauti specifiniai
amplifikavimo produktai tiek su bendrais pestivirusiniais
tiek ir su specifiniais kiauliy maro viruso oligonukleotidy
pradmenimis, kaip parodyta 2 pav.

Aptarimas ir iSvados. Nors AT-PGR pasizymi
dideliu, jautrumu, specifiSkumu ir grei¢iu, taciau jos
panaudojima  virusologijoje apsunkina tai, kad reikia
atlikti nemazai etapy, kol gaunamas tyrimuy rezultatas.
Ypa tai liecia tradicing lizding AT-PGR. Jos metu
prireikia net keleta karty atidaryti mégintuvélius atliekant
atskirai AT, PGRI ir po to lizding PGR. Dél to, tikimybe
kontaminuoti meéginius pasdine virusine RNR ir gauti
klaidingai teigiamus rezultatus iSauga. Tai smarkial
apriboja tradicines AT-PGR, o0 po to ir lizdinés PGR
panaudojima virusiniy ligu diagnostikoje ir moksliniuose
tyrimuose. Yra nemaZai duomeny, kad atskiri
mégintuvélial AT, mégintuveéliy atidarymas ir uzdarymas
idedant reagentus, visas kompleksas atskiry etapy ir
temperatiriniy cikly neleidZia Sio labai jautraus metodo
efektyviai pritaikyti rutininéje diagnostikoje (McGoldrick

ir kt. 1999).
Musy iShandytas ir optimizuotas pestivirusy
diagnostikoje ir diferencijavime vieno meégintuvélio

lizdines AT-PGR metodas leido iSvengti tiriamyju
méginiy kontaminacijos paSaine RNR. Tyrimai parodg,
kad Siuo metodu nebuvo pastebéta méginiy uzterstumo
padadine RNR (2 lentel¢). Tuo tarpu atskiruose
mégintuvéliuose atliekamos AT-PGR arba lizdinés AT-
PGR rezultatai keleta karty rodé klaidingai teigiamus
rezultatus. Pegrindinis masy pritaikyto ir iSbandyto
metodo privalumas yra tas, kad visi AT-PGR etapai, t.y.
AT, PGR I, lizdiné PGR vyko neatidarant mégintuvelio,
iS karto sudéjus visus reagentus ir tiriamaja RNR.
Lizdinés PGR reagentai buvo iSdZiovinami meégintuvéliy
dangteliuose, o AT, ir PGRI reagentai kartu su RNR
patalpinami i mégintuvélio dugna. Dugne esancias
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medziagas atskirti nuo lizdinés PGR komponenty buvo
naudojamas mineralinis aigjus. Ankstesni tyrimai jrodg,
kad Tag polimerazé, dNTPs ir oligonukleotidy pradmenys
i&Ziovinti trechalozéje iSlaiko aktyvuma iki 6 meén.
(Wolff ir kt. 1995). Atlikus AT ir PGRI mégintuvéliai
buvo apverciami ir pirmosios PGR komponentai
sumaiSomi su iSdziovintais lizdinés PGR pradmenimis ir
kitais reagentais. Bitina paminéti, kad termostabilus
reakcijos fermentas Tag DNR polimerazé yra neaktyvus
iki 95 °C. Todél AT etape, esant tik 42 °C, polimerazé
bana neaktyvi, tafiau po to suaktyvinama pakélus
temperatira iki 95 °C 10 min. Ta leidZia kartu
inaktyvuoti ir AT fermenta. Trumpa nucentrifigavus,
amplifikacija buvo tesiama, tik jau su vidiniais
pradmenimis. Pirma karta polisacharidas trechalozé buvo
panaudotas lizdingje PGR tyringjant Zmoniy virusus
(Wolff ir kt. 1996 ). McGoldrick ir kt. (1999), Barlic-
Maganja ir kt. (2001) vieno megintuvélio AT-PGR
principa panaudojo diferencijuojant KKMV ir kitus
pestivirusus. Tas pats RT-PGR principas buvo pritaikytas
ir nustatant Pl GVDV galvijus (Rossmanith ir kt. 2001).
Miusy pasirinkti ologonukleotidy pradmenys (1lentel¢)
leido amplifikuoti specifinius visiems pestivirusams PGR
212 bp produktus (1 pav.). Eksperimentai jrode, kad
5UTR pestivirusy genomo sriciai  komplementaras
pradmenys leido tiriamojoje medziagoje nustatyti GVDV
citopatiniy ir necitopatiniy padermiy, taip pa KKMV
cDNR. Misy nuomone, 5 UTR srities oligonukleotidy
pradmenis labai patogu naudoti rutininéje diagnostikoje,
nes jie yra komplementaras daugeliui labai skirtingy
pestivirusy biotipams, todél lengvai generauoja specifinio
produkto amplifikavima. Nustagius tiriamajame méginyje
pestivirusine cDNR, yra daug papraséiau panaudoti
KKMV E2 genomo regionui komplementarius pradmenis,
kurie leidzia nustatyti, ar taa KKMV a GVDV.

Moksliniuose tyrimuose pravartu papildomai tokius
méginius  i&tirti  ir  su  kitais  pradmenimis,
komplementariais, pavyzdziui GVDVI arba GVDVII

biotipams (Tajima ir kt. 2001). GVDV tyrimy duomenys
rodo, kad batent 5 UTR pestivirusinio genomo dalis, kuri
yra svarbi virusy replikacijai, yra naudingiausias regionas
pasirinkti  oligonukleotidy pradmenis, kurie leidZia
nustatyti maksimaly GVDV vietiniy padermiy kieki
(Ridpath ir kt. 1993).

Bitina paminéti, kad vieno mégintuvélio lizding AT-
PGR buvo iSbhandyta tiriant ne tik eksperimentinius, bet ir
Klinikinius EDTA kraujo méginius (3 lentel¢). Gauti
rezultatai rodo, kad vieno mégintuvélio ir triju etapy
lizdines AT-PGR leido gauti tokius pat rezultatus, o
paprasta AT-PGR nustaté ne visus lizdine AT-PGR
diagnozuotus  persistetiskai  uZsikrétusius  galvijus.
Antrasis metodas leido nustatyti 1,7 karto statistiskai
patikimai daugiau GVDV teigiamy gyvuliy. Tyrimy
rezultatai rodo, kad &is yra pakankamai jautrus ir saugus,
kad ji baty galima pritaikyti GVDV likvidavimo
programose.

Muasy atliktas triju skirtingu PGR metody jautrumo
ivertinimas parode, kad lizdiné AT-PGR yra bent jau 100
karty jautresné uz paprasta AT-PGR (2 lentelé). Triju
etapy lizdinés ir vieno mégintuvélio lizdinés AT-PGR
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rezultatai su skirtingomis pestivirusy padermémis leido
gauti specifinius amplifikavimo produktus atskiedus
virusy padermes iki 10°. Tai, pavyzdZiui, atitiko KKMV
1,55 TCIDs, Bitina paminéti, kad lizdines AT-PGR
specifiniai produktai buvo matomi agarozés gelyje daug
geriau, nei tradicinés AT-PGRI atveu. Vieno
meégintuvélio lizdinés AT-PGR rezultatus galima jvertinti
vidutiniskai jau po 7-8 val., tuo tarpu tradiciniu, triju
etapy lizdiné  AT-PGR rezultaty leidzia tikétis ne
ankstiau nei po 24 val. Sie faktai, masy nuomone, vieno
uzdaro meégintuvélio lizdine AT-PGR daro ypatingai
patrauklia ir vertinga GVDV ir KKMV diagnostikoje.
Batina paminéti, kad sutrumpéja laikas KKMV
identifikavimui ir sumaZinama tikimybé kontaminuoti
méginius kita paSaline pestivirusine RNR arba cDNR.
Visa tai lizding vieno mégintuvélio RT-PGR gali
padaryti labai naudinga rutininéje diagnostikoje.

| Svados:

1. Vieno mégintuvélio lizdinés AT-PGR
panaudojimas sumazina galimybe tyrimy metu uzkrésti
meéginius pasaline pestivirusine cONR ir gauti klaidingai
teigiamus rezultatus.

2. Vieno mégintuvélio lizdinés RT-PGR jautrumas ir
specifiSkumas yratoks pat, kaip ir triju etapy, tradicinés
lizdinés AT-PGR.

3. Takant visems pestivirusams bendrus 5 UTR
genomo regiono ir specifinius pradmenis,
komplementarius KKMV E2 sri¢iai, vieno megintuvélio
lizdine AT-PGR galima diferencijucti tiriamojoje
medZiagoje GVDV ir KKMV padermes.
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