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AVIBIRNAVIRUSU IDENTIFIKACIJA FABRICIJAUS MAISELIUOSE
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Santrauka. Gamboro ligos (GL) virusy RNR nustatymui Fabricijaus maiSeliuose panaudota polimerazés grandininé
reakcija. Kintamos geno VP2 dalies nukleotidy sekos nustatymas bei amplifikuoty KDNR fragmenty tiesioginis
sekvenavimas leido nustatyti dvigjuose Lietuvos paukstynuose cirkuliuojanéius GL virusus. Broileriy Fabricijaus
maiseliuose aptiktos vakcininés GL virusy padermés “Gumboral” ir “MB”, kurios naudojamos vakcinacijos

programose.

Raktazodziai: Gamboro liga, polimerazés grandininé reskcija, virusai.

IDENTIFICATION AVIBIRNAVIRUSES IN BURSA OF FABRICIUS

Summary. The polymerase chain reaction (PCR) was used to detect infectious bursal disease virus (IBDV) in bursa
of Fabricius. After investigation of six samples, it was found four positive samples. By comparative analysis of the VP2
variable region of the gene and direct amplification sequence comparison was detected IBDV in two Lithuanian poultry
farms. IBDV were found in bursa of Fabricius and were homological with vaccine strains “ Gumboral” and “MB” .

These vaccines were used in poultry vaccination programs.
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Ivadas. Viena i$ aktuadliausiy paukstininkystés
problemy iSlieka uzkreciamy ligy gydymasiir profilaktika.
PrieS daugeli virusiniy ligy sukurtos ir naudojamos
efektyvios specifings profilaktikos priemonés, taciau
nuostoliy nepavyksta iSvengti. Dél subklinikines GL
netenkama apie 10% produkcijos [Mcllroy S.G. ir kt.,
1992]. Pradéjus naudoti vakcinas, pavyko sumazinti
patiriamus dél Sios ligos nuostolius [Giambrone J.J.,
1990; Haddad E.E. ir kt., 1997;Tsukamoto K. ir kt.,
1995]. Siuo metu GL epizootijy nepasitaiko. Tatiau
visuose tkiuose, kur buvo uZregistruoti GL atvejai,
pauk&gial yravakcinuojami.

GL virusui bei antikiinams nustatyti laboratorijose yra
naudojami jvairiis virusologijos metodai: neutralizacijos,
difuzinés precipitacijos, netiesioginés hemagliutinacijos
reakcijos, imunofluorescencija, imunofermenting analizé
(IFA) ir kt. Sudétinga epizootiné situacija nulémé
batinuma tobulinti jau esamus ir iSbandyti naujus,
efektyvesnius GL diagnozavimo ir profilaktikos metodus.
Reikéjo ne tik iSskirti virusa, bet ir ji identifikuoti. Viena
iS perspektyviausiy krypciy, leidzianciy iSspresti Siuos
uzdavinius yra polimerazés grandininé reakcija (PGR)
[Giambrone JJ. ir kt., 1994; Jackwood D.J. ir kt., 1994,
Tham K.M. ir kt., 1995]. Siam metodui bidingas didelis
jautrumas bei specifiSkumas. Panaudojant specifinius
pradmenis, nustatomas GL virusas, 0 atliekant kintamos
geno VP2 dalies nukleotidy sekvenavima - tikslus viruso
genomas bei padermé [Heine H.G. ir kt., 1991;Vakharia
V.N. ir kt., 1994].

GL sukelia RNR turintis virusas ir priklausantis
Birnaviridae Seimai, Avibirnavirus genciai [Dobos P. ir
kt., 1995; Manua of standarts, 2000]. Sio viruso
prototipas yra Zuvy nekrozinio pankreatito virusas. Kity
Sios Seimos virusy galimarasti pas vabzdZius (drosofily X
virusas), bei moliuskus (tellina ir oyster virusai). GL
virusas neturi iSorinio lipoproteidinio apvakalo.
Ikosoedrinés formos kapsidé yra nuo 60 iki 70 nm
diametro ir sudaryta mazdaug S 132 morfologiniy

baltyminiy subvienety [Comps M. ir kt., 1991; Thierry P.,
2000]. Viruso genoma sudaro dvigubos RNR du
segmentai (A ir B), ir tai yra 9-10% virusinés dalelés
masés. A segmentas sudarytas iS 3129 pory nukleotidy, o
B segmentas - i$ 2795 pory nukleotidy. [Morgan M.M. ir
kt., 1988]. Virionas sudarytas i$ keturiy polipeptidy: VP1
(94 kDa), kuris yra RNR polimerazé; pagrindinis
struktdrinis baltymas VP2 (54 k DA), turintis epitopus
virusus neutralizuojantiems  antikinams;  struktarinis
baltymas VP3 (30 kDa), turintis grupe specifiniy antigeny
ir VP4 (29 kDa), kuris yravirusiné proteazé. Taip pat yra
duomeny apie polipeptida VP5, kurio funkcija dar
nezinoma [Morgan M.M. ir kt., 1988; Kibenge F.S.B. ir
kt., 1997; Mundt E. ir kt., 1995]. Kintamos geno VP2
(nuo 750 iki 1180 nukleotidy) dalies, koduojancios
konformacinj epitopa, pirminés struktiros palyginamoji
analizé yra GL viruso padermés diferencijacijos pagrindas
[Jackwood D.J. ir kt., 1998].

Darbo tikslas - PGR metodu nustatyti broileriy
Fabricijaus maiSeliuose GL virusus, amplifikuoty KDNR
fragmenty tiesioginio sekvenavimo metodu nustatyti Siy
virusy kintamos geno VP2 dalies nukleotidy sekas bei
palyginti su jau zinomomis GL virusy padermémis.

Medziagos ir metodai. Mokdliniai tyrimai atlikti,
laikantis 1997 11 06 “Lietuvos Respublikos Gyviny
globos, laikymo ir naudojimo jstatymo” Nr. 8-500
[“Vastybés Zinios’, 1997 11 28, Nr. 108] bei
poistatyminiy akty — LR Valstybinés veterinarinés
tarnybos jsakymy; “Dél laboratoriniy gyviany veisimo,
dauginimo, priezZiaros ir transportavimo veterinariniy
reikalavimy” [1998 12 31, Nr. 4-361] ir “Dél
laboratoriniy gyviny naudojimo moksliniams
bandymams [1999 01 18, Nr. 4-16]. Tyrimui, IS dvigjuy
Lietuvos paukdtyny, buvo atrinkta 20-42 dieny amZiaus
broileriy Fabricijaus maiseliai su budingais GL
pakitimais. MaiSeliy suspensijose GL virusai buvo
nustatomi PGR metodu, o kintamai geno VP2 dalies
nukleotidy sekai nustatyti buvo naudojamas tiesioginio
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sekvenavimo metodas. Tyrimy metu gautos sekos buvo
lyginamos su jau Zinomomis GL virusy nukleotidy
sekomis.

Bendraja RNR iSskyrinéjome iS 200 ul 50% tiriamy
Fabricijaus maiSeliy suspensijos, panaudodami reagenty
rinkini “RNAgents Tota RNA Isolation System”
(Promega, JAV), pagal pridedama instrukcija.

Darbui  naudojome &iuos fermentus. paukiy
mioblastozés viruso RNR priklausoma DNR polimeraze
(Omutninsko chemijos gamykla, Rusija), Taq DNR
polimerazg  (Promega, JAV), polinukleotidkinaze
(Promega, JAV), DNR ligaze T4 (Biotex).

Komplimentarios DNR sintezs

Atvirk&tinés transkriptazés reakcijal 10 pl bendrosios
RNR tirpalo kaitinome 3 min 96 °C temperatiiroje, po to
atauSinome ant ledo ir pridéjome reakcijos misinio,
susidedancio i§ 2 pul 10 mmol dNTP, 3 ul 10x praskiesto
reakcijos buferio (0,5 M Tric-HCI, pH 8,3; 1,4 M KClI;
100 mM MgCl, 200 mM B-merkaptoetanolio), 10
vienety nuo RNR-priklausomos DNR-polimerazés ir po
100 pM iSoriniy pradmeny (PR1 ir PR4), vandens iki 30
pl tario, idmai&me ir inkubavome 40 min 37 °C
temperatiroje. Po inkubacijos kaitinome 4 min 96 °C
temperatirojeir greit atSaldéme ant ledo.

Komplimentarios DNR amplifikacija
PGR atlikome programuojamame amplifikatoriuje PTC-
100 Mini Cycler (MJ Research Inc, JAV). I 0,5 ml
meégintuvéli ilasinome 5 pl vienos grandinés kDNR
tirpalo, po 100 pM pradmeny, 5 pl 10x PGR buferio (570
mM Tric-HCL, pH 8,3; 160mM (NH,), SO, 25 mM
MgCl,, 0,1% Tween-20), 3ul 10 mM dNTP, 2 vieneta
Tag-polimerazés ir vandens iki galutinio tario 50ul, ant
virgaus uzpyléme 50ul aligjaus, kad neisgaruoty reakcijos
midinys. Reakcija atlikome 2 etapais. Amplifikacija su
iSorine pora pradmeny (PR1, PR4), 30 cikly sekanciuose
rezimuose: 94 °C temperatiroje — 30 s, 55 °C
temperatiroje — 30 s, 72 °C temperatiroje - 1 min.
Amplifikacijos produktus jvertinome elektroforezés
pagalba 2 % agare su 0,01% etidzio bromidu. Jeigu gelyje
neisryskédavo specifing virusui DNR juosta, atlikdavome
antrag amplifikacijos etapa su vidiniais pradmenimis (PR2
ir PR3) tuo pagiu rezimu.

Neigiamai kontrolei naudojome sveiky Vvisty
Fabricijaus maideliy suspensija. Teigiamai kontrolel
naudojome i§ isgryninto ir koncentruoto GL viruso
iSskirta RNR.

PGR produktus gryninome su “Magic ™ PCR Preps
DNA Purification Kit” reagenty rinkiniu (Promega, JAV).

kDNR sekvenavimas
Kintamos geno VP2 dalies nukleotidy seka nustatéme
amplifikuoty segmenty tiesioginio sekvenavimo metodu,
panaudojant fmol DNA Sequencing System (Promega,
JAV) reagenty rinkini. Nukleotidy anaize ir juos
aitinkan¢iy amino ragXiy seka nustatéme panaudojant
kompiutering programa SegProgs (Data handling for
molecular epidemiology), versija 1.0 (Knowles N.J,
IFAN, DidZigji Britanija, 1991).

Tyrimy rezultatai. Polimerazés grandininés reakcijos
metodu buvo istirti 5eSi broileriy Fabricijaus maiseliy

suspensijos meginiai gauti S dvigju Lietuvos paukstyny
(1 lentele).

1 lentelé. Fabricijaus maiseliy suspensijy tyrimy
PGR rezultatai

Méginio Nr. Pauk$tynas  Paukiy PGR
amzius rezultatas
(dienomis)
1 A 41 Teig.
2 A 20 Teig
3 A 42 Neig.
4 B 41 Teig.
5 B 42 Neig.
6 B 43 Teig.

Pastaba: raidemis A ir B salygiSkai Zymimi konkrettis
paukstynai.

Tyrimo metu, agaro gelyje isSryskéjo GL virusui
specifinés KDNR fragmentai keturiuose meéginiuose, t. y.
Siuose meéginiuose buvo nustatytas GL virusas. Dvigjuose
méginiuose virusas nustatytas nebuvo. Kad tipizuoti
kokiai padermei priklauso Sie virusai, atlikome nukleotidy
sekvenavima. Atlikus amplifikuoty kDNR fragmenty
tiesiogini sekvenavima, nustatéme nukleotidy seka
kintamoje GL viruso geno VP2 dayje. Nustatytas
nukleotidy sekas palyginome tarpusavyje bel su
programos informaciniame banke esanciomis GLV
vakcininiy padermiy nukleotidy sekomis. Palyginimui
naudojome Sy GLV vakcininiy padermiy nukleotidy
sekas: MB (Izraglis), Bursin (JAV), PBG98 (Olandija),
Taviar (ltalija), LzD228 (Olandija), Gumboral
(Prancuzija), Bur706 (Prancizija), Tad5000 (Vokietija),
D-78 (Olandija).

“A” paukstyne nustatyta 99,75% homologija su
vakcininemis GL viruso padermémis “Gumboral CT”
(Prancuzija) ir “LZD 228" (Olandija). “B" paukstyne
nustatyty GL virusy homologijos laipsnis, lyginant su
vakcinine paderme“ MB” (lzraglis) taip pat buvo 99,75%.

Rezultaty aptarimas. Lietuvoje GL mazai tyrinéta
Nustatingjami tik antiktiny prieS GL virusy titrai kraujo
serumuose [Alekséjiinas A. ir kt., 1996; Kaluina V. ir kt.,
1999]. Mes istyréeme broileriy Fabricijaus maiSeliy
suspensijas PGR metodu, nustatéme GL virusus.
Nukleotidy sekos kintamojoje geno VR2 dayje
palyginamoji analizé leidzia tiksliai identifikuoti, kokiai
padermei priklauso tiriamas virusas. Si informacija svarbi
tais atvejais, kada GL suserga vakcinuoti pauks&iai [Tham
K.M. ir kt., 1995].

GL viruso kintamojoje geno VP2 dalyje sukaupti
didziaus amino ragiy skirtumai tarp padermiy
Nustatyta, kad padermiy antigeninius skirtumus
apsprendzia amino rugsciy pakitimai batent Sioje
kintamojoje geno VP2 dalyje [Heine H.G. ir kt., 1991;
Vakharia V.N. ir kt., 1994]. Be to Siame fragmente yra
iSsidéstes pagrindinis konformacinis epitopas virusus
neutralizuojantiems antikinams [Azad A.A. ir kt., 1987].
Vertindami PGR tyrimo rezultatus matome, kad
keturiuose IS &Sy Fabricijaus bursy suspensiju
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méginiuose buvo nustatyta GL virusui batinga KDNR, t.y.
nustatytas GL virusas. Palygine nuoseklaus sekvenavimo
metodu nustatytas nukleotidy sekas su informacinio
banko duomenimis, nustatéme, kad pirmame paukstyne
GL virusas pasizymi auksto laipsnio homologija (99,75%)
su vakcininémis GL virusy padermémis “Gumboral CT”
ir “LZD 228”. Sie vakcininiai virusai priklauso grupei
giminingy padermiy, tarp kuriy yra“Bur 706", “PBG 98",
“D78", “Tad5000" ir kt [Scherbakova L.O. ir kt., 1998].
Antrame paukStyne nustatytas GL virusas, kurio
homologijos laipsnis buvo 99,75% su vakcinine paderme
“MB”.

Apibendrindami  PGR ir nuoseklaus sekvenavimo
metodu nustatytas nukleotidy sekas, matome, kad
broileriy Fabricijaus maiSeliuose aptiktos vakcininés GL
viruso padermés Gumboral ir MB, kurios buvo arba yra
naudojamos vakcinacijos programose.

PGR metodas yra tikslus bei informatyvus nustatant
bei tipizuojant GL virusus, tagiau gana brangus. Manome,
kad vakcinacijos efektyvumui nustatyti pigiau ir
paprastiau yra naudoti kitus virusologijos metodus. Pvz.
IFA metodas yra greitas, pakankamai tikslus bel
ekonomiskas [Jackwood D.J. ir kt., 1999; Marquardt
W.W. ir kt., 1980; Thayer S.G. ir kt., 1987].

ISvados. 1. PGR metodu Kketuriuose Fabricijaus
maiseliy suspensiju méginiuose buvo nustatytas GL
virusas.

2. Tiesioginio sekvenavimo metodu nustatyta tirty GL
virusy 99,75% homologija su vakcininemis GL viruso
padermémis “Gumboral CT” ir “LZD 228" pirmame
paukstyne, o antrame paukstyne — su vakcinine paderme
“MB”. Sios vakcinines GL virusy padermés yra
naudojamos vakcinacijos programose.
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