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KIAULIU PARVOVIROZES DIAGNOSTIKA
LIZDINES POLIMERAZES GRANDININES REAKCIJOS METODU

Raimundas Lelesius, Vilimas Sereika, Artinas Stankevicius
LVA Veterinarijos institutas, Instituto g. 2, LT-56115 KaiSiadorys; tel. (8~346) 6 06 91;
el. pastas: lelesiusr@yahoo.de

Santrauka. Darbo tikslas buvo isisavinti kiauliy parvovirusy (PV) diagnostika, taikant dviejy mégintuvéliy lizdinés
polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metoda ir jvertinti PV sukeliamus reprodukcijos sutrikimus. Kiauliy parvovi-
rozei (KP) diagnozuoti taikyti eritrocity agliutinacijos slopinimo (EAS) reakcijos bei PGR metodai. Serologiniy tyrimy
metu istirtas 281 kraujo serumo méginys i§ 10-ies kiaulininkystés tikiy. Nustatyta, kad suaugusiy parSavedziy reproduk-
cijos sutrikimy tikimybé dél kiauliy reprodukcinio kvépavimo sindromo (KRKS) virusy ir PV misrios infekcijos mazai
tikétina, nes 100,0 proc. ju turéjo aktyvy specifini imuniteta kiauliy parvovirusams. Didesné infekcijos tikimybé buvo
nevakcinuotoms veislinéms kiaulaitéms, i§ kuriy 2—3 mén. ir 4-5 mén. didzioji dalis neturéjo aktyvaus imuniteto, o 67
mén. ir 89 mén. atitinkamai 29,4 proc. ir 5,0 proc.

Lizdinés PGR metodu buvo istirta 54 atvesty negyvy parseliy plau¢iy méginiai (i§ 12 stambiy kiaulininkystés tikiy)
ir 5 mén. veisliniy kiaulai¢iy 6 sujungti kraujo serumo méginiai. PGR metodu nustatyta 11 teigiamy plauciy méginiy
(20,4 proc.) ir 4 sujungti kraujo serumo méginiai.

RaktaZodZiai: kiauliy parvovirozé, polimerazés grandininé reakcija.

DIAGNOSIS OF PORCINE PARVOVIRUS INFECTION BY NESTED POLIMERASE
CHAIN REACTION IN LITHUANIA
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Summary. The aim of performed study was to introduce nested polymerase chain reaction (PCR) method for diag-
nosis of porcine parvovirus (PPV) infection in Lithuania and to evaluate the importance of PPV and mixed infections on
reproduction failure in pigs. For diagnosis of PPV infection haemagglutination inhibition (HI) test and polymerase
chain reaction (PCR) were used. Altogether 281 serum samples of sows and gilts from 2 to 9 months of age were col-
lected at 10 large pig farms in Lithuania and tested by HI test. It was shown that 100.0% of sows had active immunity to
PPV infection. In gilts of 2-3 month and 4-5 month of age 100% of investigated animals had no active immunity and in
gilts of 6-7 months and 8-9 months of age only 29.4% and 5.0% had no active immunity, respectively.

Nested PCR method was used to diagnose the PPV infection in 54 stillbirths (out of 12 swine farms) and 60 (6 se-
rum pools) seronegative gilts of 5 months age (out of one swine farm). It was found that 20.4% samples of lungs of
stillbirths were PPV DNA positive and at least 4 serum samples out of 60 gilts were PPV infected or virus carriers.

Key words: porcine parvovirus infection, HI, PCR.

Ivadas. Reprodukcijos virusinés ligos yra labai nuo-  Siuo metodu tirti méginius (pvz., kai PV inaktyvuoti arba
stolingos kiaulininkystés tikiams. Reprodukcijos sutriki-  tiriamoji medZiaga lasteléms yra citotoksiska). Siuo metu
mus dazniausiai sukelia KRKS virusai (KRKSV), PV, placiau taikoma lizdiné PGR, kuri yra Zenkliai jautresné
klasikinio kiauliy maro virusai ir Aujeskio ligos virusai  uz paprastg (Belak et al., 1998).

(Lukert, 1999; Mengeling, 1999). Mokslinéje literatliroje paskelbta nemazai publikacijy

KP ir KRKS Lietuvoje pasireiskia kaip endemijos. apie PGR taikyma PV diagnostikoje (Bolt et al., 1997;
Endeminiy ligy nustatymas neapsiriboja vien tik serologi-  Gradil et al., 1994; Soares et al., 1999; Waldvogel et al.,
niy tyrimy rezultatais, jis reikalauja papildomy virusolo- ~ 1995). Sio metodo jsisavinimas mokslinei ir rutininei
giniy tyrimy metody (virusy iSskyrimo lasteliy kultirose,  diagnostikai tapo dar svarbesnis, kai atsirado galimybé ji
virusy antigeno nustatymo), PGR ir kt. (Choi, Chae, taikyti ne vien reprodukcijos sutrikimy prieZastims nusta-
2000; Mengeling, 1999). 1-2 kartus perséjami virusai tyti, bet ir parSeliy multisisteminio i$sekimo (PMI) sin-
paprastai lasteliy kultiirose citopatogeninio poveikio ne- dromo etiologijos tyrimams. PMI sindrome pagrindini
sukelia, todél tenka atlikti 3—4, o kartais ir 5-6 pasazus. etiologini vaidmeni vaidina antro tipo kiauliy cirkovirusai
Virusy i$skyrimas lasteliy kultiirose trunka ilgai. Necito- (KCV2), tafiau svarbis yra ir PV, ir KRKSV (Choi,
patogeniSkiems virusams nustatyti reikia ir papildomy Chae, 2000; Kennedy et al., 2000; Krakowka et al., 2000).
metody, pvz., netiesioginés imunofluorescencijos, imuno- Lizdinés PGR taikymas ribotas, nes teigiami rezultatai
peroksidazés, PGR ir kt. (Kennedy et al., 2000; Krakowka  daznai btna klaidingi. Kadangi tyrimy metu reikia 2—3
et al., 2000). Greitai uzkrec¢iamy ligy diagnostikai biitina  kartus atidaryti ir vél uzdaryti reakcijos mégintuvélius,
isisavinti molekulinés biologijos metodus, t. y. PGR, ir  padidéja rizika uZzterSti tiriamaji mégini pasaline PV
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DNR. Taikyti PV diagnostikoje vien tik tradicing PGR jau
nebeuztenka, nes PV DNR kiekiai ypa¢ mumifikuotuose
vaisiuose yra itin mazi. Diagnozuojant bitina taikyti jaut-
resnius molekulinés biologijos metodus, tokius kaip lizdi-
né PGR, kuri minétos reakcijos jautruma padidina 100-
1000 karty (Lelesius et al., 2004).

Darbo tikslas — jsisavinti PV diagnostika dviejy mé-
gintuvéliy lizdinés PGR metodu su dviem porom oligo-
nukleotidiniy pradmeny i§ VP2 baltyma koduojancios
srities ir ivertinti kiauliy reprodukcijos sutrikimo sukelty
misriy infekceijy tikimybe.

Tyrimy metodai. Virusinés infekcijos nustatytos kli-
nikiniais, epizootologiniais, serologiniais ir virusologi-
niais tyrimais.

Epizootologiniai tyrimai. Tyrimy metu analizuoti
kiauliy reprodukcijos sutrikimy klinikiniai simptomai,
budingi KP ir cirkovirozei (KC).

Serologiniai tyrimai. Kraujo serumo méginiai tirti KP
atzvilgiu EAS reakcija (EASR) (LeleSius, Sereika, 1998)
ir kaip zZmoniy eritrocity agliutinogenas naudoti PV anti-
geno 4 EAS vienetai. Teigiamas titras — 1:32

Serologiniy tyrimy metu istirta 281 jvairaus amziaus
kiauliy kraujo serumo meéginys, surinktas 10-yje kiauli-
ninkystés Tkiy. Norint jvertinti PV misriy infekcijy su
kitais patogenais tikimybe, atlikti skirtingo amziaus kiau-
liy grupiy tyrimai, EASR tirti 2-3 mén., 4-5 mén., 6-7
men. ir 8-9 mén. kiaulaiiy, taip pat 1-3 mety pagrindiniy
parSavedziy kraujo serumo méginiai.

Molekulinés biologijos metodai: lizdiné PGR. Lizdi-
nés PGR metodu PV atzvilgiu buvo istirti 54 atvesty ne-
gyvy parseliy plauciy (i§ 12 kiaulininkystés tikiy), 5 kuiliy
spermos ir 60 veisliniy kiaulai¢iy (5 ménesiy) kraujo se-
rumo méginiai. Kiaulai¢iy kraujo serumo méginiai buvo
istirti EASR, o PGR tyrimu — 6 sujungti méginiai.

DNR ekstrakcija. DNR ekstrakcija buvo atlieckama fe-
nolo-chloroformo-izoamylo alkoholio ir Genomic meto-
dais (Lelesius et al., 2004).

Pirma (paprastoji) PGR atlikta naudojant 31,5 pl H,O,
5 ul 10xPGR buferio, 5 ul MgCl,, 2 ul dNTP’s (10 mM),
1 pl OPPV3 pradmuo (5’-TGCAAGCTTAATGGT
CGCACTAGAC-3’) (20 pmol), 1 pl OPPV4 pradmuo
(5’-TGCTGGTAGTGTTCCTGGGTGTTG-3") (20

pmol), 1 pl tritono (10 proc.) ir 0,5 pl Taqg DNR polime-
razés (5 U) i kiekvieng mégintuvélj (t. y. 47 ul reakcijos
misinio) ir pridéta 3 pl DNR. Ant virSaus uzlasinta 1-2
aliejaus lasai. Panaudota programa ,,parvol®, po to ,pa-
rvo2“, kaip aprasSyta (Belak, 1998).

Antra (lizdiné) PGR atlikta su 32,5 ul H,O, 5 pul
10xPGR buferio, 5 pl MgCly, 2 pl dNTP’s (10 mM), 1 pl
OPPV1 pradmens (5‘-GCAGTACCAATTCATCTTCT-
3 (20 pmol), 1 pl OPPV2 pradmens (5°-
TGGTCTCCTTCTGTGGTAGG-3") (20 pmol), 1 pl tri-
tono (10 proc.), 0,5 ul Tag DNA polimarazés (5 U) ir 2 pl
produkto po pirmos PGR. Ant virSaus uzlasinta 1-2 alie-
jaus lasai. Pirmos PGR metu gaunamas 418 nukleotidy
pory produktas, o lizdinés — 158 nukleotidy pory produk-
tas.

Tyrimy rezultatai. Tyrimy metu nustatyta, kad KP
atzvilgiu 100 proc. (n=134) pagrindiniy parSavedZziy turi
aktyvy imuniteta, todél reprodukcijos sutrikimai Sioje
grupéje dél misrios infekcijos su KRRSV ar kitais pato-
genais yra mazai tikétini (1 lentele).

Didesné PV misriy infekcijy tikimybé yra jvairaus
amziaus veisliniy kiaulaic¢iy grupése. 45,5 proc. (5 i§ 11)
2-3 ménesiy kiaulaic¢iy kraujo serumo meéginiy buvo nei-
giami, o 54,5 proc. kiaulai¢iy specifiniy antikiiny titras
EASR buvo iki 1:256 (pasyvus kolostrinis imunitetas).
Didzioji dalis 4-5 mén. kiaulai¢iy méginiy — 92,1 proc.
(n=15) buvo neigiami, o 7,9 proc. méginiy specifiniy an-
tiktiny titras EASR buvo iki 1:256 (pasyvus kolostrinis
imunitetas). Siy amZiaus grupiy veisliniy kiaulai¢iy krau-
jo serumo méginai neturéjo didesniy antikiiny titry nei
1:256. Vadinasi, Sios kiaulaités neturéjo aktyvaus poin-
fekcinio imuniteto. PV su KRKSV ir KCV2 misriy infek-
cijy tikimybé tokio amziaus kiauliy grupése yra didelé.

23,5 proc. (8 i§ 34) 67 mén. veisliniy kiaulaiciy krau-
jo serumo meéginiai buvo neigiami, o 5,9 proc. specifiniy
antikiiny titras EASR buvo iki 1:256 (pasyvus kolostrinis
imunitetas), tuo tarpu 70,6 proc. (24 i$ 34) veisliniy kiau-
lai¢iy turéjo aktyvy poinfekcini imunitets. IS istirty 89
mén. veisliniy kiaulai¢iy 95,0 proc. (19 i$ 20) turéjo akty-
vy imuniteta ir tik viena kiaulaité buvo serologiskai nei-
giama (5,0 proc.).

1 lentelé. Ivairaus amzZiaus kiauliy parvovirozés tyrimai EASR

L Imunitetas kiauliy parvovirozés atzvilgiu
L .. o, Méginiy —
Kiauliy grupé ir amzius skaidius Neigiamas, n, % Teigiamas
> Pasyvus, n, % Aktyvus, n, %
2-3 mén. 11 5(45,5) 6 (54,5) -
Ce 4-5 mén. 76 70 (92,1) 6 (7,9) -
Veislinés kiaulaités 67 men. 34 8(23.5) 2(5.9) 24 (70,6)
8-9 mén. 20 1 (5,0) - 19 (95,0)
Veislinés parSavedés ir kuiliai 1-3 m. 134 - - 134 (100,0)
I§ viso: 275 84 (30,5) 14 (5,1) 177 (64,4)

n — skaiCius

Virusologinio tyrimo metu istirti keturiy gimusiy ne-
gyvy parseliy patologinés medziagos méginiai. IStyrus
viena PV DNR PGR teigiama ir tris neigiamus i§ atvesty
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negyvy ir mumifikuoty parSeliy plauciy méginiy, PK-15
lasteliy kultiroje PV nebuvo isskirti. Norint i$skirti viru-
sus reikéty atlikti visy PV DNR PGR teigiamy méginiy
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virusologini tyrima.

Isisavinant lizdine PGR buvo naudotas PV NADL-2
kamienas, kurio EA titras — 320 EAR vienety 0,25 ml.
Atlikus PV NADL-2 DNR ekstrakcija Genomic metodu,
vieno mégintuvélio lizdinés PGR metodu, pavyko nusta-
tyti 418 bp pirmos PGR DNR produkta, atskiedus PV

2 lentelé. Tyrimy PGR metodu rezultatai

NADL-2 100 tiikst. karty, tuo tarpu 158 bp DNR produk-
tas nustatytas atskiedus 1 min. karty.

Taikant dviejy mégintuvéliy lizdinés PGR metoda i$-
tirti 54 atvesty negyvy parSeliy plauciy, 5 kuiliy spermos
ir 60 veisliniy kiaulai¢iy (5 ménesiy) kraujo serumo mé-
giniai (2 lentelé).

Ukio nr. Tiriamoji medziaga Tlr'ta. Teigiami megmolal
méginiy n %

1. Atvesty negyvy parseliy plauciai 6 4 66,7
2. Atvesty negyvy parseliy plauciai 5 - -
3. Atvesty negyvy parseliy plauciai 2 - -

4. Atvesty negyvy parseliy plauciai 2 1 50,0
5. Atvesty negyvy parseliy plauciai 4 - -
6. Atvesty negyvy parseliy plauciai 3 - -

7. Atvesty negyvy parseliy plauciai 6 3 50,0

8. Atvesty negyvy parseliy plauciai 4 1 25,0
9. Atvesty negyvy parseliy plauciai 2 - -
10. Atvesty negyvy parseliy plauciai 2 - -

11. Atvesty negyvy parseliy plauciai 12 2 16,7
12. Atvesty negyvy parSeliy plauciai 6 - -

IS viso tiriant atvesty negyvy parseliy plaucius 54 11 20.4

7. Veisliniy kiaulai¢iy (5 ménesiy) kraujo serumas 6 (60" 4 66,7
13. Kuiliy sperma 5 - -

I§ viso: 65 (119) 15 23,1 (12,6)

'sujungta po 10 kraujo serumo méginiy

IStyrus patologing medziaga PGR metodu 11 méginiy
(20,4 proc.) buvo teigiami. Teigiami méginiai buvo nusta-
tyti 5 i§ 12 dikiu (41,7 proc.). Siuose fikiuose teigiami mé-
giniai sudaré nuo 25,0 iki 66,7 proc.

Visi tirti spermos méginiai (n=>5) buvo neigiami, t. y.
kuiliai nebuvo viruso nesiotojai.

IStyrus veisliniy kiaulai¢iy sujungtus kraujo serumo
méginius PGR metodu, 4 méginiai i§ 6 (66,7 proc.) buvo
teigiami. IStyrus Siy kiaulai¢iy kraujo serumo meéginius
EASR, serologiskai teigiamy kiaulai¢iy nerasta. Vadinasi,
jos jau neturéjo kolostrinio imuniteto, bet neturéjo ir poin-
fekcinio imuniteto. Remdamiesi epizootologiniy, serolo-
giniy ir molekulinés biologijos tyrimy rezultatais galime
teigti, kad 5 ménesiy veisliniy kiaulai¢iy grupéje galéjo
biiti PV neSiotojy ar natiiraliai apsikrétusiy kiaulaiciy (tai
labiau tikétina). Maziausiai po viena PV DNR PGR tei-
giamg kiaulaitg buvo tarp 11-20, 3140, 41-50 ir 51-60
numeriu lydradtyje pazyméty kiaulai¢iy. Zinant KP epi-
demiologijos ypatumus galima teigti, kad PV plinta Sios
amziaus grupés individy tarpe.

Aptarimas ir iSvados. Serologiniy tyrimy rezultatai
parodé, kad KP paplitusi visuose tirtuose Gikiuose. Nusta-
tyta, kad visos suaugusios parSavedés turi aktyvy imunite-
ta, tokiy parSingy kiauliy embriony ir vaisiaus misri in-
fekcija mazai tikétina. Serologiniai tyrimai parodé, kad
misriy KRKSV ir PV yra didziausia iki 7 ménesiy, o su
KCV2 — iki 5 ménesiy kiauliy grupéje. Paprastai tokio
amziaus kiaulés praranda kolostrin imuniteta ir blina se-
rologiskai neigiamos arba turi likutinius kolostrinius anti-
kiinus. Stai 4-5 mén. amziaus 100 proc. veisliniy kiaulai-

¢iy neturéjo aktyvaus imuniteto, o 67 mén. — 29,4 proc.

PK-15 lasteliy kultiiroje PV isskirti nepavyko. PGR
metodu vienodai sékmingai aptinkama inaktyvuoty ir
neinaktyvuoty virusy DNR. Todél, siekiant isskirti PV,
PGR metodu galima greitai sukaupti PV DNR teigiama
medziaga ir sumazinti netikslingu virusologiniy tyrimy
skaiciy.

ISvados.

1. Reprodukcijos sutrikimai dél PV ir KRKSV mis-
rios infekcijos suaugusioms parSavedéms mazai tikétini,
nes 100,0 proc. jy turéjo aktyvy specifini imuniteta.

2. Didesné tikimybé susirgti yra nevakcinuotoms
veislinéms kiaulaitéms, i§ kuriy 2-3 mén. ir 4-5 mén.
amziaus grupéje 100 proc. kiaulaiiy neturéjo aktyvaus
imuniteto, o 67 mén. ir 89 mén. — atitinkamai 29,4
proc. ir 5,0 proc.

3. Lizdiné PGR yra jautrus ir specifinis metodas, tai-
kytinas PV ir migriy infekciju diagnostikai. Siuo metodu
galima aptikti tiek inaktyvuoty, tiek neinaktyvuoty PV
DNR.

4. PV vaidina svarby vaidmeni kiauliy reprodukcijos
sutrikimy etiologijoje. IStyrus 54 atvesty negyvuy parseliy
plauc¢iy méginius PGR metodu, nustatyta 11 teigiamy
méginiy (20,4 proc.).
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