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Santrauka. Lietuvos kiauliy reprodukcinio ir kvépavimo sindromo viruso (KRKSv) patogeniniy padermiy ORF5
geno dalis ir visas ORF7 regionas buvo amplifikuotas atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandinine reakcija ir
nustatytos ju nukleotidy sekos. Jos netikétai pasirodé labai skirtingos. Skirtingiausios $iy dieny europinio tipo KRKSv
nukleotidy sekos buvo i§ dviejy Lietuvos tikiy, kuriy nukleotidy identiskumas ORFS5 srityje buvo vos 72,2%. Be to,
skirtumas tarp lietuvisky padermiy buvo toks pat didelis, kaip ir tarp kity Europos virusiniy padermiy. Nors visos Siame
darbe nustatytos nukleotidy sekos buvo aiskiai europinio tipo, filogenetiné analizé parodé, kad lietuvisky padermiy
nukleotidy sekos buvo kilusios i§ prototipiniy seku, kurios panaSesnés | amerikinio tipo virusines padermes nei iki tol
manyta. Be to, Lietuvos KRKSv padermiy nukleotidy ilgis ORF7 srityje buvo 378 nukleotidai — tarpinis ilgis tarp
europinio (387 nukleotidai) ir amerikinio tipo (372 nukleotidai) ORF7 regione. Tyrimo rezultatai patvirtina hipotezg,
kad europinio ir amerikinio genotipo KRKSv yra kilg i§ bendro protévio.

Raktazodziai: KRKSyv, filogenetiné analiz¢, nukleotidy sekos, ORFS5 genas.

GENETIC DIVERSITY AND PHYLOGENETIC ANALYSES OF LITHUANIAN STRAINS
OF PORCINE REPRODUCTIVE AND RESPIRATORY SYNDROME VIRUS IN ORF5 AND
ORF7 REGIONS

Summary. The fragment ORF5 gene and complete ORF7 gene of pathogenic porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSv) field strains from Lithuanian pig population were amplified by reverse transcriptase
polymerase chain reaction and their nucleotide sequences were determined. It was found that Lithuanian PRRSv
sequences were exceptionally diverse. The most diverse present-day European-type PRRSv sequences were from
Lithuanian two farms, and exhibited only 72.2% nucleotide identity in ORFS5. Furthermore, the diversity between the
Lithuanian sequences was as high as among any other European sequences. While all sequences determined in the
present study were clearly of European type, phylogenetic analysis showed that the Lithuanian sequences were derived
from ancestral sequences that were more US-like than previously seen in Europe. In addition, the length of the ORF7 of
the Lithuanian strains was 378 nucleotides, and thus intermediate between the sizes of prototypical EU-type (387
nucleotides) and US-type (372 nucleotides) ORF7 lengths. These findings for the Lithuanian PRRSv sequences provide
support for the hypothesis that the EU and US genotypes of PRRSv evolved from a common ancestor.

Keywords: PRRSv, phylogenetic analysis, nucleotide sequences, ORFS5 gene.

Ivadas. Kiauliy reprodukcinio ir kvépavimo sindromo  ORF6) ir nukleokapsidés proteing N (ORF7) ( Madrassi et
(KRKS) virusas $iuo metu kiaulininkystei kelia globalines  al., 1996; Meulenberg et al., 1995; Meng et al., 1994; Wu
problemas, nes tkiams padaro dideliy ekonominiy etal., 2001).

nuostoliy, pasireiSkian¢iy kiaulai¢iy ir parSavedziy Genomo regiony seku analizé parodé, kad tarp
reprodukcijos sutrikimais, o tik gimusiy arba nujunkomy  prototipiniy Siaurés Amerikos (VR-2332) ir Europos
parSeliy — kvépavimo sistemos susirgimais, dideliu  (Lelystad virusas — LV) (Meulenberg et al., 1993;

gaiSimu. Apie Sig liga pirma karta buvo pranesta Murtaugh et al., 1995; Nelsen et al., 1999) KRKSv
Amerikoje ir Kanadoje 1987 (Keffaber, 1989; Hill 1990), padermiy yra Zenkliis genetiniai skirtumai. Sios
Japonijoje 1989, (Shimizu et al., 1994), Vokietijoje 1990  prototipinés padermés apibrézé ir iSskyré du visuotinai
metais (Lindhaus W., Lindhaus B. et al., 1991). Liga pripazistamus KRKSv genotipus — Amerikos (US) ir
sukelia kiauliy reprodukcinio ir kvépavimo sindromo FEuropos (EU). Be to, abu genotipai aiskiai skiriasi
virusas (KRKSv), kuris kartu su peliu  antigeniSkai ir pagal seky analizes (Menget, 2000; Dea et
laktatdehidrogenazés virusu (LDV), arkliy arterito virusu  al., 2000). Pasaulinés KRKSv epizootijos pradzioje
(EAV) ir bezdzioniy hemoraginés karStinés virusu europinis tipas buvo nustatytas tik Europoje, kai tuo tarpu
(SHFV) priskiriamas Arteriviridae $eimos Arterivirus —amerikinis buvo paplites Siaurés ir Centringje Amerikoje
genCiai (Cavanagh, 1997). KRKSv turi vienguba, (Andreyev et al., 1997) bei Azijoje (Shibata et al., 1996).
teigiama, apvalkalo apsupta, apytikriai 15 kb RNR Neseniai europinis tipas buvo aptiktas ir Kanadoje
genoma, kuriame yra net devyni atviri nuskaitymo (Dewey et al., 2000), o amerikinis genotipas i Europos
rémeliai (ORF), koduojantys virusing replikazg (ORFlair  kiauliy bandas pateko kartu su gyva vakcina (Botner et
1b), keturis su membranomis suri$tus glikoproteinus (nuo  al., 1997; Botner et al., 1999; Storgaard et al., 1999;
ORF2a iki 5), du membraninius proteinus (ORF2b ir Nielsen et al., 2001, Nielsen et al., 2002).
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Nemazai publikacijy irodo, kad genetinis kintamumas
biidingas amerikinio tipo KRKS virusui (Meng et al.,
1995; Kapur et al., 1996; Andreyev et al., 1997; Pirzadeh
et al., 1998; Morozov et al., 1995; Gagnon, Dea, 1998).
Ankstesni tyrimai parodé, kad europiniam genotipui
budingas nedidelis genetinis kintamumas (Suarez et al.,
1996; Drew et al., 1997; Le Gall et al., 1998). Véliau
atlikti tyrimai Danijoje ir Italijoje pateiké kitokius,
netikétai prieSingus duomenis, rodancius itin ryskius
europinio tipo padermiy genetinius skirtumus (Madsen et
al., 1998; Oleksiewicz et al., 2000; Nielsen et al., 2000;
Forsberg et al., 2001; Forsberg et al.,, 2002). Pastarojo
meto tyrimai parodé, kad Cekijoje KRKSv izoliatai gali
biiti visai nepanasiis | prototipinj Lelystad virusg (Indik et
al., 2000). Taip pat yra pozymiy, kad Rusijos europinio
tipo KRKSv visiSkai nepanasiis i paplitusius Vakary
Europoje (Andreyev et al., 1999).

Kadangi  atsparumas  heterogeniSkai  uzsikrésti
virusinémis europinio arba amerikinio tipo padermémis
labai menkas (Meng, 2000), KRKSv genetiniai skirtumai
gali smarkiai veikti monokloniniy antikiiny reaktyvuma
(Rowland et al.,1999) arba polimerazés grandininés
reakcijos (PGR) oligonukleotidiniy pradmeny
efektyvuma. Todél batina issiaiskinti viruso europinio
tipo genetinius skirtumus ir padermiy jvairove, nes tai turi
reikSmés  kuriant gyvas atenuotas vakcinas ir
diagnozuojant. Moksliniu pozitiriu KRKSv jdomis dar ir
tuo, kad europinis ir amerikinis genotipai pasaulyje
atsirado ir buvo nustatyti beveik vienu metu skirtinguose
zemynuose, gana uzdarose kiauliy populiacijose. Ju
kilmei iSaiskinti pateiktos kelios hipotezeés, kurias
patikrinti daznai truksta duomeny, ypac i$ ty $aliy, kurios
ilga laika buvo izoliuotos. Lietuva — kaip tik tokia Salis,
todél tyrimy duomenys biity naudingi ne tik praktiniu, bet
ir moksliniu pozidiriu.

Siekiant iSsiaiskinti galima KRKSv geneting ivairoveg
Lietuvos kiauliy populiacijoje ir papildyti kity Saliy
mokslininky informacijg apie kai kuriy viruso genomo
regiony seky skirtumus, darbo tikslas buvo istirti
Lietuvoje paplitusiy KRKSv padermiy ORF5 ir ORF7
genomo regionus, nustatyti nukleotidy sekas, atlikti
filogeneting analizg, palyginti su kitomis Europoje
paplitusiomis padermémis, palyginti vietiniy padermiy
nukleotidy seky numatoma ORFS5 baltymo antigeniskuma
su vakcininiy padermiy antigenisSkumu.

Medziagos ir metodai. RNR iSskyrimas. Tyrimams
naudota KRKSv RNR buvo isskirta i§ kiauliy kraujo
serumo méginiy. Siam tikslui paimtas i§skyrimo rinkinys
»Total RNA Prep Plus“, kurio veikimas paremtas
modifikuotu  Chomczynskio metodu (Chomczynski,
Sacchi, 1987). Visa RNR izoliavimo procediira buvo
atlickama pagal gamintoju (A&A Biotechnology, Gdyne,
Lenkija) apraSyma. 250 pl tiriamo serumo buvo trumpai,
veikiama 800 pl fenozolu, kuris sukelia visiska lasteliy
lize. Inkubuojama 50° C temperatiiroje 5 min. ir uZpilama
200 pl chloroformo, intensyviai kratoma ( kratykle ,,MS1
Minishaker®) 15 sek., tada 3 min. laikoma kambario
temperatiiroje ir 10 min. centrifuguojama (10 tikst.
aps./min.). Pavir§iné frakcija perkeliama | naujg
mégintuveélj, uzpilama 250 pl izopropanolio, sumaiSoma
ir perkeliama { kita mégintuvéli su specialia membrana,
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imobilizuojan¢ia RNR, centrifuguojama (10 tikst.
aps./min., 1 min.). Virusinés RNR molekulés,
prisitvirtinusios membranos struktiiroje, tris kartus
praplaunamos specialiu tirpalu, kurio sudétyje yra 96°
etanolio. 700 pul plaunamojo tirpalo uzpilama ant
membranos su RNR ir vél 2 min. centrifuguojama 10
tikst. aps./min. Nusausinus RNR centrifugavimu (2 min.
10 takst. aps./min.), ant membrany uzpilama 100 pl
vandens, kuris neturi R-naziy ir kity inhibitoriniy
medziagy (DEPC vanduo). Bendra ekstrahuota RNR
panaudota kaip matrica vieno meégintuvélio atvirksStinés
transkripcijos  lizdingje  polimerazés  grandininéje
reakcijoje (AT-PGR).

AT-PGR. Vieno mégintuvélio lizdinégje AT-PGR
pirmiausia buvo ruoSiami reagentai antram, t.y. lizdinés
PGR etapui. Siam tikslui paruoSiamas reakcijos miginys,
kuriame yra 5 pl 22% trechalozés (,,Sigma‘), naudojamos
kitiems reakcijos komponentams iSlaikyti, 20 pmol/ul
kiekvieno i§ vidiniy nukleotidy pradmeny ORFSF
(5‘ATGAGATGTTCTCACAAATTGGGGCG3) ir
ORF5R  (5‘CTAGGCCTCCCATTGCTCAGCCGAAGT
3°) (Suarez et al., 1996), 1 pl ANTPs miSinio (dATP,
dCTP, dCTP, dGTP, dTTP) 10 mM tirpalo, 0,25 pl Taq
DNA polimerazés (1,25 U, ,Fermentas®, Vilnius). [
kiekvieno 0,2 ml Eppendorfo mégintuvélio dangtelj tokio
lizdinés PGR miSinio i$pilstoma po 8,25 pl ir paliekama 2
val. kambario temperatiiroje dzititi. Taip iSdziovinti
reagentai tinka naudoti 6 ménesius.

Kitame etape buvo panaudoti tie patys 0,2 ml
Eppendorfo mégintuvéliai, kuriy kamsteliuose buvo
trechalozéje iSdziovinti lizdinés PGR komponentai.
Atvirkstiné transkripcija (AT) ir PGR-I buvo atliekama
mégintuveliy dugne. Amplifikacijai buvo naudojamas 50
pl misinys: 5 pl bendros RNR, 5 pl 10xPGR buferio
(100mM Tris-HCH, pH 8,8, 500 mM KCl, 0,8% nonidet
P40, fermentas), Sul MgCl, (25 mM, ,,Fermentas®), 2 ul
dNTPs (10 mM, fermentas), po 5 pmol iSoriniy pradmeny
EUORFS5B (5° CAATGAGGTGGGCIACAACC 3°) ir
EUORF5C (5‘TATGTIATGCTAAAGGCTAGCAC 3°),
1ul 10% tritonX-100 (,,Sigma“), 0,5 pl (2,5 U) Tag DNA
polimerazés (,,Fermentas®), 0,2 ul (10 U) RNanasin
(,Fermentas®), 0,5 pul (100U) MMLV reversinés
transkriptazés (,,Fermentas®™) ir 29,25 pl DEPC vandens.
AT-PGR miSiniui meégintuvélio dugne atskirti nuo
lizdinés PGR komponenty mégintuvélio kamstelyje buvo
naudojamas mineralinis aliejus  (,,Sigma“). Vieno
mégintuvélio AT lizdine PGR buvo atliekama
amplifikatoriuje Mastercycler ® (Eppendorf). Sumaisius
RNR ir AT-PGR-I, atvirkstiné transkripcija buvo
atlickama termocikleryje 42° C temperatiiroje 30 min. AT
fermentai inaktyvuojami kaitinant 95° C temperatiiroje 5
min. ir i§ karto pradedama 30 cikly amplifikacijos
reakcija: ¢cDNR denatiiravimas — 94° C temperatiiroje 1
min., hibridinimas su specifiniais pradmenimis — 55° C
temperatiiroje 1 min., cDNR elongacija (prailginimas) —
72° C temperatiroje 1,5 min. Pasibaigus pirmajam
amplifikacijos etapui, mégintuvéliai buvo apverciami
keletag karty, kad susimaiSyty ir iStirpty lizdinés PGR
komponentai mégintuvélio dangtelyje su PGR-I
produktais, esanciais dugne. Véliau mégintuvéliai buvo
trumpai centrifuguojami ir atliekama lizdiné PGR taikant



ISSN 1392-2130. VETERINARIJA IR ZOOTECHNIKA. T. 23 (45). 2003

35 amplifikavimo ciklus: 94° C temperatiiroje 1 min., 55°
C temperatiiroje 1 min., 72° C temperatiiroje 1,5 min.
Amplifikavimui  baigti buvo naudojama ilginimo
procediira 72 °C temperatiiroje 10 min. Tokiu biidu gautas
AT-PGR produktas 606 bp.

AT-PGR amplifikacijos produktai buvo analizuojami
2% agarozés gelyje (Top Vision™ GQ Agarose,
Fermentas), dazytame etidzio bromidu (koncentracija 1
pg/ml). 10pl PGR produkto buvo atlickama elektroforezé
IxTBE buferyje (90mM Tris, 90mM boro rigsties, 2 mM
EDTA) 45 min. leidziant 120 V srove. PGR rezultatai
buvo matomi UV lempos spinduliuose esant specifiniam
DNR juosteliy Svytéjimui 606 bp molekulini zymeklj
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (,,Fermentas®)
atitinkancioje pozicijoje.

ORF7 regionui amplifikuoti atrinkti méginiai,
kuriuose buvo nustatyta KRKSv RNR. 5 ul RNR buvo
maiSoma su 8,25 pul vandens, 4 ul 5x MMLV AT buferio
(Fermentas), 1 pul dNTPs (10 mM kiekvieno), 0,5 ul
MMLV (Fermentas), 0,25 RNasin (,,Fermentas®), 1 ul
atsitiktinio heksanukleotido (100 ng) (,,Pharmacia‘“), o ant
virSaus uZpilama mineralinio aliejaus.  Atliekant
atvirksting transkripcija, misinys buvo inkubuojamas 37°
C temperatiiroje 90 min. ir 10 min. kaitinamas 95° C
temperatiiroje. Amplifikuojant ORF7 genomo regiona,
PGR buvo panaudoti 5 pl cDNR ir 45 pl reakcijos misinio
(28,8 ul vandens, 10 pl 5x Taq polimerazés reakcijos
buferio, 5 ul 25 mM MgCl,, 4 ul dANTPs (10 mM), 1 U
Taq DNR polimerazés (Fermentas), 20 pmol kiekvieno
pradmens: 5° GCCCCTGCCCAICACG 3¢ ir 5°
TCGCCCTAATTGAATAGGTGA 3 (Oleksiewicz et al.,
1998). 50 pl miSinys buvo amplifikuojamas PGR
atliekant 35 ciklus: 94° C temperatiiroje 15 sek., 52° C
temperatiroje 30 sek., 72° C temperatiroje 30 sek.
Galutinis PGR produkty i$plétimas buvo atliekamas 72° C
temperatiiroje 10 min. Tokiu budu gautas AT-PGR 637
bp produktas, atitinkantis ORF7 genomo sritj.

Seky nustatymas. Prie§ nustatant pasirinkty regiony
nukleotidy sekas, PGR produktai, atlikus elektroforeze
1,5% agarozés gelyje, buvo plaunami nuo paSaliniy
drusky. Specifinés molekulinés masés PGR produkty
juostelés iSpjaunamos ir juose esanti DNR surenkama
0,45 pl Ultrafree-MC specialiais filtriniais mégintuvéliais
(Millipore). Gelyje iSvalyty, taciau neklonuoty PGR
produkty nukleotidy sekos buvo nustatytos naudojant
BigDye Terminator Cycle Sequencing rinkini (v2,0,
Aplied Biosystems) ir ABI310 genetini analizatoriy
(Applied Biosystems), esanti Danijos veterinarijos
institute. ORF5 PGR produkty abieju nukleotidy
grandiniy sekos buvo nustatytos su tais paciais
pradmenimis, kaip ir lizdiné PGR. ORF7 regiono sekos
nustatytos naudojant pradmenis R133 (5
TCGCCCTAATTGAATAGGTGACTC 3°) ir F132 ( 5°
GTGCTGGGCGGCAAACGAGCTGGT 3°) (Drew et al.,
1997). Gautos sekos toliau buvo tvarkomos kompiuterine
programa ,,.SeqMan®“ (,,Lasergene” paketo programa,
DNASTAR Inc.). AT lizdiné PGR ir pateiktas seky
nustatymo metodas padéjo nustatyti daling ORF5 regiono
nukleotidy seka (432 nukleotidai, kurie atitiko 97-528
ORF5 pozicija) ir visiskai pasibaigusia ORF7 srities
nukleotidy seka.
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Statistine duomeny analizée. CLUSTAL X programa
buvo naudota seky analizei ir palyginimui (Thomson et
al., 1994), o moduliacijos pereinamajam santykiui
i8aiskinti (transition/transvertion ration) taikyta statistiné
kompiuteriné programa TREEPUZZLE 5.0 (Strimmer,
von Haeseler, 1996). Sis santykis buvo taikomas
DNADIST programoje i§ PHYLIP programinio paketo
(Felsenstein, 1989), kad tarp dvieju nukleotidy seky biity
galima nustatyti genetinj atstuma. Pagal genetinio atstumo
matrica filogenetiniai medziai buvo sukonstruoti Fich-
Margolisch metodu FITCH programa i§ PHYLIP paketo.
ORFS5 baltymo antigeninés determinantés buvo isaiskintos

pagal nukleotidy sekas, koduojancias §] baltyma,
pasitelkus kompiutering programa PROTEAN
(,,Lasergene” programinis paketas). Programa taiko

Jamesono ir Wolfo algoritma, kuris ivertina nukleotidy
grandinés lankstuma, hidrofiliSkuma, antring struktiira ir
keleta kity parametry (Jameson, Wolf, 1988).

Tyrimy rezultatai. Lizdine vieno mégintuvélio AT-
PGR buvo amplifikuoti KRKSv genomo fragmentai,
kurie  koduoja  glikoproteing GP5  (ORF5) ir
nukleokapsidés proteing N (ORF7). IS viso sekoms
nustatyti buvo atrinkti keturiy tkiy, kurie geriausiai
geografiskai atitiko Lietuvos vaizda, kiauliy kraujo
serumo méginiai, turéje KRKSv virionus. Atlikus seky
analizg, filogenetiskai jvertinti buvo pasirinkti keturi
méginiai. ORFS5 ir ORF7 regiony nukleotidy sekos buvo
pateiktos  pasaulinei duomeny bazei  GenBank.
Lietuviskos KRKSv padermés buvo filogenetiskai
palygintos kartu su gerai zinomomis Europos ir Amerikos
etaloninémis padermémis, taip pat ir su dviejy komerciniy
atenuoty vakciny nukleotidy sekomis. Visi filogenetinio
medzio konstravimui panaudoti ~ KRKSv padermiy
duomenys ir geny duomeny banko numeriai pateikti
lentel¢je. Europinio tipo KRKS viruso ORFS5 geno seky
filogenetinis medis (1 pav.) buvo sukonstruotas pagal
keturias naujas Lietuvos ir 54 anksCiau publikuotas
skirtingy Europos $aliy sekas, kurios naujai parodé
Lietuvos ir kity Europos Saliy KRKSv padermiy geneting
ivairove.

Kadangi Ispanijos, Danijos, Italijos ir Cekijos KRKSv
padermés jau ankséiau turéjo didziausia seky skirtuma
Europoje (Suarez et al., 1996; Indik et al., 2000; Forsberg
et al, 2001; Forsberg et al., 2002), rezultatai buvo
palyginti su Lietuvoje paplitusiy $io viruso padermiy
nukleotidy sekomis. Paciais paprasCiausiais seky
nagrinéjimo metodais, t.y. nukleotidy identiSkumo
procentinj palyginima, buvo nustatytos keturios labiausiai
Siuo metu Europoje skirtingos KRKSv padermés — visos
i§ Lietuvos kiauliy populiacijos. (LT 1-4, 1 pav.). Kitos
genetiskai skirtingos padermés ORFS regiono srityje buvo
i8 geografiskai labai artimy Lenkijos tkiy. Palyginus
labiausiai skirtingas LT1 ir lenkiska PL9 KRKSv
padermes nustatyta, kad nukleotidy identiskumas tarp ju
buvo tik 71,5% (detaliai neparodyta, bet matyti 1 pav.).
Pasalinus lietuvisky ir lenkisky KRKSv sekas i§ duomeny
bazés paaiskéjo, kad labiausiai skirtingas europiniy
padermiy sekas turéjo Italijos (2156, IT1) ir Ispanijos
(Olot91, IS1) izoliatai, kuriy nukleotidy identiSkumas
nustatytas tik 82,4%. Taigi Sie duomenys rodo, kad
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Lietuvos ir kai kurios Lenkijos KRKSv padermés ORF5
geno srityje turé¢jo didziausig iki Siol Zinoma europinio
genotipo KRKSv skirtuma. Bitina paminéti, kad
filogenetiniame medyje (1 pav.) labiausiai nutolusios
lietuviska ( AB ,,Ausruvos agrofirma®, Birzy r. 2000) ir
lenkiska (Nie, 1997) padermés laiko ir geografiniu
pozitriu buvo labai skirtingos. Kai seky analizé buvo
susiaurinta ir atlickama tik su 2000 m. padermémis,
labiausiai skyrési AB ,,Sidabra“ Joniskio r. (Lietuva) ir
KRZ (Lenkija) (LT2 ir LK13, 1 pav.), kuriy nukleotidai
buvo tik 72,2% identiski (detaliai neparodyta, bet matyti 1
pav.). Vis délto Lietuvos KRKSv padermiy sekos
pasirodé labiau skirtingos nei visos kitos anksCiau
analizuotos (1 pav. LT1-LT4). Be to, ir tarp lietuvisku
sekuy skirtumai pasirodé didesni uz bet kurias Kkitas
Europos KRKSv nukleotidy sekas (detaliai neparodyta,
bet matyti 1 pav.).

Norint nustatyti, kokia vieta iSimtinai skirtingos
Lietuvos padermiy sekos uzima Europos ir Amerikos
KRKSv genealogijoje, panaudojant labiausiai skirtingy
Amerikos ir Azijos KRKSv sekas i§ to paties genomo
regiono buvo sukonstruotas filogenetinis medis (lentelé).
Rezultatai parodé, kad visos skirtingy Europos Saliy sekos
i§ ORF5 genomo regiono, iskaitant ir lietuviskas, nuolat
buvo maziau nei 64% identiSkos amerikinio KRKSv
genotipo seky nukleotidams ir maziau nei 70% identiskos
aminorugstims. Tai atitiko bendrus europinio ir
amerikinio KRKSv genotipy skirtumus tiek nukleotity,
tiek ir aminoriig§¢iy lygiu, o lietuviskos sekos aiskiai
priklausé europiniam genotipui (2 pav.). Pagal nukleotidy
seky analize sukonstruotas filogenetinis europinis ir
amerikinis ORF5 medis parodé, kad iSimtinai skirtingos
Lietuvos virusy populiacijos yra susijungusios prie labai
ilgos Amerikos ir Europos medzio $akos. Sis i$sisakojes
medelis turi aiSky plétros pagrinda (2A pav.). Norint
patikrinti gautus rezultatus, dviem (LT1 ir LT2) labiausiai
ORF5 geno srityje nutolusioms Lietuvos KRKSv
paderméms buvo galutinai nustatytos labai
konservatyvios, nukleokapsidés proteing koduojancios
ORF7 srities nukleotidy sekos. Lietuvos KRKSv
padermiy ilgis ORF7 srityje buvo 378 nukleotidai. Tai
tarpinis ilgis tarp europinio (387 nukleotidai) ir
amerikinio tipo (372 nukleotidai) KRKSv ORF7 regione.

Filogenetiniam medziui konstruoti panaudota ir
KRKSy europinio prototipinio viruso Lelystad ORF7 seka
(OL1). Filogenetinés analizés rezultatai pateikti 2B pav.
ORF7 sekuy filogenetinis medis patvirtino ankstesniji
ORF5 geneologinio medzio Sakojimosi Sablona. Kai
kurie Sakojimosi profiliai, pastebimi abejose ORFS5 ir
ORF7 geneologijose, aiskiai paneigia nuomong, kad
unikali Lietuvos padermiy padétis atsirado dél paveldétos
europinio ir amerikinio KRKSv tipo rekombinacijos.
Unikalios ORF5 ir ORF7 seky filogenetinis $akojimasis
(2A ir 2B pav.) rodo, kad dabartinés europinés nukleotidu
sekos kilusios i§ paprasCiausiai paveldéty seku, kurios
pasirodé daug artimesnés filogenetiskai amerikiniam
genotipui, nei iki $iol buvo zinoma.

Lietuvoje paplitusiy KRKSv padermiy iSimtinai
skirtingi ORF5 seky duomenys, koduojantys ORF5
proteing, paskatino palyginti numatomus antigeninius
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profiliy skirtumus tarp Siuo metu turimos gyvos KRKSv
europinio tipo vakcinos ir atrinkty dabartiniy viruso
skirtingy lauko padermiy seky (3 pav). Nukleotidy
regiono atkarpa tarp 89 ir 109 turéjo didZiausius
numatomus antigeninius skirtumus i§ visy KRKSv
padermiy seky. Si nukleotidy atkarpa buvo daug
aukStesnio numatomo antigeniSkumo nei vakcininés
VAC3 arba VAC4 padermés.

Aptarimas ir iSvades. Staiga pasireiSkusi KRKS
infekcija ivairiy Saliy kiauliy populiacijoje vis dar yra
pagrindiné dideliy ekonominiy nuostoliy kiaulininkystéje
priezastis. Siaurés Amerikoje neseniai pasireiskes gana
atipiskas, labai tmus KRKS leido manyti, kad epizootija
kilo dél to, jog atsirado naujos KRKSv padermés, nuo
kuriy vakcinos negaléjo kiauliy apsaugoti (Meng, 2000).
Panasios ivykiy eigos galima tikétis ir Lietuvoje arba
kitose Europos Salyse, todél zinios apie genetinius
europinio tipo KRKSv skirtumus gali patobulinti panasiy
tvykiy apskaiciavimo metodus. Jau Zinoma, kad Rusijos ir
Cekijos KRKSv padermés labai skyrési nuo virusiniy
padermiy, paplitusiy Vakary Europoje (Andreyev et al.,
1999; Indik et al., 2000). Be to, cekisku KRKSv seky
filogenetiné analizé atlikta su labai nedideliu Europoje
paplitusiy padermiy skai¢iumi, o Rusijos KRKSv sekos
net nebuvo pateiktos viesosioms duomeny bazéms. Taigi
misy atlikti tyrimai pasitarnavo tam, kad buty galima
toliau tirti viruso genetinius skirtumus Europoje, papildyti
jau turimus duomenis i$ $alies, kurioje KRKSv infekcija
pasireiské gana vélai, tik 1997 m. pradzioje. Bitina
paminéti, kad liga pagal budingus klinikinius simptomus
ir antikiinus diagnozuota imunofermentinés analizés
(IFA) budu (Stankeviciene, Stankevicius, 2002;
Januténaité et al., 2000).

Masy atlikti tyrimai parodé, kad Lietuvos kiauliy
populiacijoje  paplitusios ypa¢ skirtingos KRKSv
padermés palyginti su kitais europietisko genotipo
virusais. Bitina paminéti, kad visos keturios KRKSv
padermés buvo amplifikuotos i§ kiauliy serumo méginiy.
Galima manyti, kad AT-PGR produkty sekos ORF5 arba
ORF7 genomo srityse buvo gautos ne i$ lastelése esancios
greitai pazeidziamos virusinés RNR, bet i§ kiauliy
aplinkoje cirkuliuojanciy visiskai baigty viriony. Svarbu,
kad virusinés sekos nustatytos tiesiogiai sekvenuojant abi
neklonuoto AT-PGR produkto nukleotidy grandines. Taip
buvo  stengiamasi  sumazinti Taq  polimerazés
indukuojamus artefaktus. Kadangi tyrimy rezultatai buvo
gana netikéti ir moksliniu pozitriu labai jdomds,
norédami isitikinti, ar jie patikimi, atlikome papildomus
AT-PGR ir sekvenavimo tyrimus. Pirmiausia buvo
pakartota AT-PGR ir gauty produkty sekvenavimas su
tais paciais kraujo serumo méginiais, kuriuose jau buvo
nustatytas KRKSv. Gautos tokios pac¢ios DNR fragmenty
sekos. Be to, lietuvisky KRKSv padermiy filogenetiné
analizé su ORF5 ir ORF7 nukleotidy sekomis parodé toki
pati filogenetini grupavimasi (2A, B pav.). Lietuvisky
KRKSv sekos buvo panasiai skirtingos kaip ir Rusijos
KRKSyv, kurios skyrési ORF7 geno srityje net 16% nuo
prototipinio Lelystad viruso (Adndreyev et al., 1999).
Misy nuomone, visi Sie duomenys neleidzia abejoti, kad
unikalios lietuviskos KRKSv sekos gautos dél kokiy nors
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Lentel¢. Filogenetiniams tyrimams panaudotos KRKSv padermés ir duomeny bazés (GenBank) registracijos
numeriai

KRKSV padermé Genotipas Trumpinys Salis Metai Numeris duomeny bazéje
Aus. EU LTI Lietuva 2000 AF378800*AF438362**
Sid. EU LT2 Lietuva 2000 AF378801*AF438363**
Dai. EU LT3 Lietuva 2000 AF378802*
Auk. EU LT4 Lietuva 2000 AF378803*
Lek EU LK1 Lenkija 1994 AF378804
Bie94 EU LK?2 Lenkija 1994 AF378805
Kwi EU LK 3 Lenkija 1996 AF378806
Kon EU LK 4 Lenkija 1996 AF378807
Zbr EU LK 5 Lenkija 1997 AF378808
Pol EU LK 6 Lenkija 1997 AF378809
Bie97 EU LK 7 Lenkija 1997 AF378810
Rak EU LK 8 Lenkija 1997 AF378811, AF438360
Nie EU LK9 Lenkija 1997 AF378812, AF438361
Sma EU LK 10 Lenkija 1997 AF378813
Jed EU LK 11 Lenkija 1998 AF37881
Gra EU LK 12 Lenkija 2000 AF378815
Krz EU LK 13 Lenkija 2000 AF378817
Gro EU LK 14 Lenkija 2000 AF378816
92V058 EU Belg. 1 Belgija U40701
AV30 EU Belg. 2 Belgija 1992 U40700
IAF-BAJ us Kanada 1991 U64929
47324-2 Us Kanada 1993 U66387
V503 EU CK 1 Cekija 1995 AF253537
V501 EU CK 2 Cekija 1996 AF253531
DK111-92 EU DNI1 Danija 1992 AJ223078
SA EU Pr. 1 Pranciizija U40697
6A EU Pr.2 Pranciizija U40698
8D EU Pr.3 Pranciizija U40699
Arnsberg EU Vok. 1 Vokietija AF378797
AS1 EU Vok. 2 Vokietija 2001 AF378798
2156 EU IT1 Italija 1992 U40696
EDRD-1 UsS Japonija 1992 D45852
Kitasato 93-1 US Japonija AB023782
Olot/91 EU IS1 Ispanija 1991 X92942
5999 EU 1S2 Ispanija 1991 U40691
5710-9 EU IS 3 Ispanija 1991 U40687
4606 EU IS4 Ispanija 1991 U40690
2228 EU IS5 Ispanija 1992 U40688
3211 EU IS6 Ispanija 1992 U40689
705 EU IS7 Ispanija 1993 U40692
P035 EU IS 8 Ispanija 1995 U40694
MD-001 Us Taivanis AF121131
Lelystad EU Ol 1 Olandija M96262
Boxmeer 10 EU Ol 2 Olandija 104927
NL-3.1 EU Ol 3 Olandija 1992 U40695
VR-2332 US US1 US U87392
1205 Us Us 1992 U66397
22805 UsS UsS 1992 U66389
30093 Us Us 1992 U66395
32983 UsS UsS 1993 U66384
RespPRRS UsS US vakcina AF066183
PrimePac PRRS Us US vakcina AF066384
Porcilis EU VAC3 (Porcilis) | Olandiska vakc. AF378819
Pyrsvac EU VAC4 (Pyrsvac) | Ispaniska vakc. AF378820

* Lietuvisky KRKSv padermiy ORFS nukleotidy sekos
** Lietuvisky KRKSv padermiy ORF7 nukleotidy sekos
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0k.2’ 01
IS7°93
LK10°97
o 25’92 K194 K6’97
IS&9 1sa1| /182972 LK15°01
Porcilip, 1562 S3 91 k2794 LK7’9,7
- f’r32 Pyr LK14°00
012 ‘ ’ K597 ~CK2'96
chfkle §1§, G LK3’96 CK195
IS1’91 LK1260 LK496
DNTS2 LK11°98
100 LK9’97
IT192
LK13°00
LK8&97

80

Lietuva LT3700

Lietuva LT1°00

Lietuva LT4°00
Lietuva LT2°00

1 pav. Europinio genotipo KRKSv ORFS seky filogenetinis medis, sudarytas FITCH kompiuterine
programa i§ PHYLIP programinio paketo
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Belgija
Cekija

Panié'a ..

rancuzija

Vokietija

Italija

Olandija 00

Lenkija Lietuva

Ispanija
Agglij]a

80 Lenkija LK8

Lelysta )
Lietuva LT1

Lenkija LK9

Lietuva LT2

A (ORFJ)

B (ORF?7)

100

Kanada
Japonija
Taivanis
JAV

JAV1

2 pav. Europinio ir amerikinio genotipy KRKSv filogenetinis medis, sudarytas pagal skirtingiausiy padermiy
nukleotidy sekas. Didysis A medis pateikia filogenetinj ORFS5 srities nukleotidy gimininguma, o mazasis B
sudarytas pagal kelias KRKSv ORF7 regiono sekas
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3 pav. Jamesono ir Woflo numatomo antigeniSkumo diagramos atrinktiems europinio genotipo KRKSv
paderméms. AukStos kreivés rodo ORFS5 sriciy auks$ta antigeniSkuma. VirSutiniame grafike esantys pakilimai ir
nusileidimai rodo KRKSv ORF5 aminoriigs¢iy didelio ir maZo panaSumo sritis

metodiniy artefakty. Seky analizé parodé ir labai netikéta,
nejprasta Sakojimasi europietisky ir amerikietiSky seky
filogenezéje, kai miisy iStirtos padermés filogenetiniame
medyje i$sidésté daug ar¢iau amerikinio genotipo virusuy,
nei iki Siol buvo zinomos kitos europinio tipo KRKSv
padermés.

Lietuvisky ir lenkisky padermiy ORFS5 regiono seky
analizé parodé, kad kai kurie Ryty Europoje paplitg
KRKSv nukleotidai yra maziau nei 71,5% tapatis (1 pav.
LTl ir LK9). Kitiems RNR turintiems virusams,
pavyzdziui, pestivirusams, E2 glikoproteino geno srityje
seky skirtumai iki 18,8% leidzia juos priskirti izoliaty
kategorijai, nuo 17,4% iki 33,8% pogrupio ir 34,3-66,1%
rusies kategorijoms (Becher et al., 1999). Lietuvisky
KRKSv 71,5% nukleotidy tapatumas, nustatytas ORFS5
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glikoproteino geno srityje, visiSkai pateisina pogrupio
savoka ir juos galima biity priskirti pereinamajai pogrupio
risiai. Apie tai spesti buty galima tik tuo atveju, jei
mokslinéje literatiroje buty paskelbta daug daugiau
tyrimy rezultaty i§ geografiniu pozitriu artimy Latvijos,
Estijos, Baltarusijos ir Rusijos kiauliy populiacijy.
Visapusiai europinio tipo KRKSv padermiy genetiniy
skirtumy tyrimai turéty apimti kuo daugiau Europos $aliy
virusy izoliaty nuo 1991 mety, pirma karta izoliavus
KRKSv padermg Lelystad, iki Siol. Toks idealus tyrimas
sunkiai jgyvendinamas dél organizaciniy ir finansiniy
priezasCiy. Greiciausiai KRKSv seky skirtumai bus
tyrinéjami paskirai. Musy tyrimy duomenys papildo
ankstesniy autoriy darbus apie Europos KRKSv
genetinius skirtumus (Suarez et al., 1996; Oleksiewicz et
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al., 2000; Indik et al., 2000; Forsberg et al., 2001.
Forsberg et al., 2002). Skirtingy KRKSv padermiy
paplitimas daugelyje Europos Saliy galéty biiti ne iSimtis,
kaip Lietuvos atveju, bet désningumas, kuri i§ dalies
galéty patvirtinti ir filogenetinis medis (2 pav.), jeigu
pasalintume KRKSv padermes i§ Olandijos, Belgijos,
Pranciizijos ir Anglijos. Siy $aliy virusy sekos labai
artimos prototipiniam Lelystad virusui. KRKSv seky
gimininguma i§ dalies galima paaiskinti ir glaudziais
prekybos rySiais. Kad ir kaip bity, reikia nuosekliai
i$siaiskinti, kuri i§ minéty hipoteziy yra teisinga.

Kadangi europiniam KRKSyv izoliuoti reikia specifiniy
salygu ir daug alveolariniy makrofagy, mes neatlikome
lietuvisky padermiy izoliaty funkciniy tyrimy. Unikaliy
nukleotidy ORF5 seky virusams bity labai jdomu atlikti
kryzming virusy neutralizacijos reakcija su kitomis
europinio tipo KRKSv padermémis ir nustatyti, kuris i§
ORF7 baltymy reaguoty su diagnostikos tikslais
naudojamais europinio ir amerikinio tipo monokloniniais
antiktinais. Atsizvelge i teoriSkai numatoma antigeniSka
pagal nukleotidy sekas, mes iSaiskinome, kad Lietuvoje
paplitusiy KRKSv padermiy ORFS5 baltymas labai skiriasi
nuo §iuo metu turimy gyvy atenuoty vakciny baltymy (3
pav.). Zinoma, kad ORF5 baltymo N galo dalis dalyvauja
virusy neutralizacijos procesuose (Dea et al., 2000;
Snijder, Meulenberg, 1998). Pastaryjy mety tyrimai rodo,
kad ORF5 baltymo dalis Siame procese gali ir
nedalyvauti. Siuo metu néra Zinoma, ar pagal nukleotidy
sekas numatomi vakcininiy ir laukiniy padermiy baltymuy
skirtumai turi itakos kryZminiam virusy neutralizavimui.
Balasuriya ir kiti mokslininkai nustaté (1997), kad ORF5
baltymas yra pagrindinis taikinys specifiniams
antikiinams prie§ peliy LDV ir bezdzioniy EAV virusus,
bet apie kiauliy imuninj atsaka i KRKSv ORF5 baltyma
duomeny yra labai mazai arba jie priestaringi. [rodyta,
kad ORF5 KRKSv baltymas yra pagrindinis
priesvirusiniy antikiiny taikinys (Dea et al, 2000;
Rodriguez ir kt. 2001; Oleksiewicz et al., 2002). Bitina
paminéti, kad nuleotidy sekuy, koduojancéiy KRKSv
baltymus, skirtumai tiesiogiai koreliuoja su kiauliy
humoralinio imuninio atsako stiprumu (Oleksiewicz et al.,
2000; Oleksiewicz et al., 2001). Todél miisy nustatyti
antigeniSkumo skirtumai pagal nukleotidy seky analizg
idomiis ne tik moksliniu, bet ir praktiniu pozitriu.
Lietuvisky padermiy analizé parodeé, kad ORFS regione
nukleotidy skirtumai labai dideli palyginti su $iuo metu
turimy vakcininiy padermiy sekomis. Taigi galima
manyti, kad gyvy atenuoty vakciny efektyvumas Lietuvos
kiauliy populiacijoje biity labai menkas. 3 pav. grafiskai
pavaizduoti  visi vakcininiy ir lietuvisky KRKSv
padermiy antigeniSkumo skirtumai. Galutinei iSvadai
patikslinti butini papildomi tyrimai, pavyzdziui, ORF7
baltyma koduojanéioje srityje. Reikéty atlikti ir
tiesioginius  virusiniy baltymy tyrimus. Lietuvisky
KRKSv padermiy RNR buvo ekstrahuota i§ tokiy kraujo
serumo méginiy, kurivose IFA metodu buvo nustatyti
specifiniai KRKSv antiktinai (HerdChek PRRS ELISA,
IDEXX Laboratories Inc., US). Vadinasi, imunologinéms
reakcijoms didziuliai baltymus koduojanciy nukleotidy
seky skirtumai nebuvo tokie dideli, kad specifinius
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antikinus  nustatyti  referentiniais metodais  biity
nejmanoma. Be to, Lietuvos kiauliy populiacijoje
pastebéti klinikiniai KRKS simptomai nesiskyré nuo
anksc¢iau aprasyty ligos pozymiy.

CJ. Nelsen ir kiti mokslininkai 1999 m. iskélé
hipotezg, kurioje europinio ir amerikinio KRKSv
genotipy kilmé aiSkinama skirtinga giminingy virusy
evoliucija atskiruose kontinentuose. Labai tolimoje
praeityje jie turé¢jo bendra protévi (prototipini virusa).
Staigus, beveik vienu metu paplitgs europinio ir
amerikinio genotipo virusas ir pasireiSkimas infekcija
skirtinguose Zemynuose sunkiai paaiSkinamas ir
paslaptingas reiskinys. Miisy gauti duomenys atskleidé
dar idomesng KRKSv paplitimo versija, kai europinio tipo
genetiskai labai skirtingos viruso padermés staiga atsirado
ivairiose Europos Salyse. Taip atsitiko su lietuviskomis
(LT1-4), lenkiskomis (LK1-2), ispaniskomis, daniSkomis
ir olandiskomis padermémis. GenetiSkai labai skirtingy
europinio tipo KRKSv padermiy atsiradimo beveik tuo
pa¢iu metu skirtinguose geografiniuos regionuose
priezastys nezinomos. Manoma, kad tai galéty bati
pokyciai tkininkavimo sistemoje, pakeistos gamybos
technologijos stambiuose kiaulininkystés tkiuose ir
panasiis veiksniai, nors Siai nuomonei argumenty
nepakanka (Nelsen et al., 1999). Tik iSsiaiSkinus, kad
europinio ir amerikinio tipo KRKSv atsirado i$
prototipinio viruso, biity galima nurodyti priezastis ir
aplinkybes. Miisy atlikti tyrimai parodé, kad Lietuvos
padermiy genetiniai tyrimai dél labai unikaliy rezultaty
gali patikslinti ne tik filogenetini moduliavima, bet ir
padéti geriau suprasti KRKSv kilmg.

ISvados.

1. Lietuvos kiauliy populiacijoje nustatytos keturios
labiausiai Siuvo metu Europoje skirtingos KRKSv
padermés, kuriy nukleotidy seky tapatumas ORF5 geno
srityje su kitais Europos KRKSv buvo tik 71,5-72,2%.

2. Lietuvisky padermiy nukleotidy sekos aiskiai
atitiko europinio genotipo KRKSv ORF5 ir ORF7
regionuose, taciau filogenetiniame medyje jos iSsidésté
daug arciau amerikinio genotipo virusy, nei kity europinio
tipo padermiuy.

3. Lietuvos KRKSv padermiy ilgis ORF7 srityje
buvo 378 nukleotidai. Tai tarpinis ilgis tarp europinio
(387 nukleotidai) ir amerikinio tipo (372 nukleotidai)
KRKSv ORF7 regione. Lietuvos KRKSv padermiy seky
tyrimo rezultatai patvirtina hipotezg, kad europinio ir
amerikinio genotipo KRKSv kilg i§ bendro protévio.

4. Lietuvoje paplitusiy KRKSv padermiy ORF5
baltymy  numatomas  pagal  nukleotidy  sekas
antigeniSkumas buvo daug aukstesnis, nei Siuo metu
turimy gyvy atenuoty vakciny baltymy.
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