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Santrauka. Pasiutligé yra zoonoziné virusiné liga, kuri naminiams ir laukiniams gyviinams, taip pat ir Zmonéms,
pasireiskia encefalomielitu ir sunkiais nerviniais veiklos sutrikimais. Lietuvoje per pastaruosius penketa mety pagrindi-
niu pasiutligés rezervuaru gamtoje islieka laukiniai gyviinai. Analizuojant pasiutlige infekuoty laukiniy gyviiny imuno-
fluorescencijos (IF) tyrimy rezultatus 2003—2007 mety laikotarpiu nustatyta, kad didZiausia infekuotuma pasiutlige
gamtoje sudaré mangutai (72,81 proc.) ir lapés (59,28 proc.)

2006 m. birzelio — 2007 m. rugséjo ménesiais visoje 3alyje ,,Lysvulpen® vakcina (gamintojas ,.Bioveta” Cekijos
Respublika) atlikta oraliné pasiutligés laukiniy gyviiny vakcinacija. Dél vakcinos antikiiny pries pasiutligés virusg istirta
490 lapiy kraujo méginiy. 238 méginiuose rasti antikinai (48,57 proc.). Imunologiniai tyrimai ir skaiciavimai atlikti
Nacionalinés veterinarijos laboratorijoje, Virusologiniy tyrimy skyriuje.

Imunologiniy tyrimy tikslas buvo nustatyti pasiutligés vakcininiy antikiiny kieki tiriamy lapiy kraujyje, t. y. maziau-
sig tiriamo serumo antikiiny (Dsg) kieki, kuris 50 proc. apsaugo nuo viruso. Lapiy oralinés vakcinacijos prie$ pasiutlige
poveikiui nustatyti i§ kraujo ir kraujo serumo rutininiams tyrimams buvo naudojamas komercinis imunofermentinés
analizés (IFA) rinkinys ,,Bio-Rad* (Pranciizija). Palyginus (n=50) lapiy kraujo méginius abiem metodais — fluorescuo-
janciy antikliny viruso neutralizacijos (FAVN) ir imunfermentinés analizés (IFA) — nustatyta, kad ty paciu lapiy iS tos
pacios apskrities méginiy tyrimo rezultatai buvo panasus. IFA metodu galima patikimai titruoti kraujo méginius, nes
galima nustatyti vidutinj ir Zema titra net su labai uzterstais ,.kiino skysciais®. Palyginti abiejy tyrimo metody ty paciy
meéginiy rezultatai atitiko 92 proc.

RaktaZodziai: pasiutligé, lapés, oraliné, vakcinacija, IFA, FAVN.
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Summary. During the last years the wild animals are vector and reservoir, and an important factor of the rabies in
Lithuania. Analysis performed during the period from 2003 to 2007 by immunoflourescence (IF) had shown that
72.81% of raccoon dogs and 52.28% of foxes samples were positive for rabies.

Oral vaccination (ORV of foxes with bites containing live rabies virus (Lysvulpen, Bioveta, Czech Republic) started
in June 2006-September 2007. The present study investigated the effectiveness of ORV in Lithuania foxes considering
that an antibody titer >0.51U/mL is protective. During the study period 490 of foxes sera samples were tested by ELISA
Platelia Rabies II test (Bio-Rad, France) and in 238 of tested samples (48.57%) were found antibodies for rabies.

Furthermore, the comparison of 50 samples of fox sera using IF and fluorescent antibody virus neutralization
(FAVN) test methods had shown comparable sensitivity. Some wildlife specimens were cytotoxic in the FAVN, result-
ing in possible false positive reaction. In view of this ELISA is rapid and simple technique on field fox sera. We ob-
tained, with fox sera sampled in the same area, the same distribution of high, medium and low titres within all catego-
ries of serum quality (high to very poor quality) and therefore conclude that this ELISA test allows a reliable titration
even with highly contaminated body fluids. The results demonstrated 92% correlation between IF and FAVN methods.

Key words: Rabies, foxes, oral vaccination, ELISA, IF, FAVN.
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Ivadas. Pasiutligé yra zoonoziné virusiné liga, kuri
naminiams ir laukiniams gyvinams, taip pat ir Zmonéms,
pasireiskia encefalomielitu ir sunkiais nerviniais veiklos
sutrikimais. Pasiutligé (angl. — rabies, lyssa, hydrophobia)
— virusinis specifinis encefalomielitas, kuriuo uzsikrecia-
ma pasiutusiam gyvinui jkandus arba apseiléjus suzalota
oda, reCiau — gleiving. Liga sukelia neurotropinis RNR
virusas, priklausantis Rhabdoviridae Seimai, Lyssavirus
genciai.

Pasiutlige sergama Afrikoje, Artimuosiuose Rytuose,
daugelyje Azijos Saliy, Centrinéje ir Piety Amerikoje,
taip pat kai kuriose Europos Salyse. Baltijos valstybése —
Lietuvoje, Latvijoje ir Estijoje — Lyssavirus nustatomas
dazniausiai laukiniams gyviinams. Pasiutligés paplitimas
laukiniy ir naminiy gyviiny populiacijose kelia pavoju
zmoniy sveikatai (Vanaga et al., 2003).

Per pastaruosius penketa mety Lietuvoje pagrindiniu
pasiutligés rezervuaru gamtoje iSlieka rudoji lapé (Vulpes
vulpes) ir mangutai (Nyctereutes procyonoides) (SFVS,
1999). Pavieniai infekcijos atvejai nustatyti kiaunéms
(Martes martes), SeSkams (Mustela putorius) ir kitiems
laukiniams gyvinams (SFVS, 1999). Vyraujant lapiy ir
manguty pasiutligei, padidéja rizika uzsikrésti naminiams
gyvuliams. Pasikeité ne tik sergan¢iy gyvuliy riisiy struk-
tira, bet pirmiausia padidéjo sergamumas galvijy, kurie,
ypac ganiavos metu, dazniausiai kontaktuoja su pasiutlige
serganciais laukiniais plésriinais (Zienius, 2007). Toks
pasiutligés arealo iSplitimas kelia nerima, nors, kaip ir
visoje Europoje (SFVS,1999), Lietuvoje lapés isliecka
pagrindiniu gamtiniu pasiutligés plitimo Saltiniu (Muller,
et al., 1998).

Pasiutligés paplitimas miisy Salies gyviiny populiaci-
jose buvo tirtas 1994-2003 metais ir registruotas visuose
regionuose. Taigi pasiutligés profilaktikos klausimai labai
aktual@is. Oralin¢ vakcinacija (POV) Lietuvoje pradéta
1995 metais ir rengiama pagal Nacionaling pasiutligés
prevencijos programa panaudojant Zymétaja SAG1 (angl.
— Street Alabama Gif) (,,Virbac®, Pranciizija) vakcing iki
1997 mety. 1998 metais buvo naudojama kita Zymétoji
,Lysvulpen“ (,,Bioveta®, Cekija) vakcina, o 1999-2000
metais — oraliné vakcina prie$ pasiutlige ,,Rabifox“ (Vo-
kietija) (Milius ir kt., 2004). Pagal Sia programa buvo
vakcinuojama du kartus per metus (kovo-balandzio ir
spalio—lapkri¢io ménesiais), jaukai buvo métomi didesné-
je nei 10 tikst. kv. km teritorijoje pagal standartini daz-
numa (15-20 masaly kv. km.). Dél riboto biudzeto i lau-
kiniy gyviiny vakcinacijos programa itraukti ne visi Salies
regionai. Tuo galima biity paaiskinti i$ dalies staigiai pa-
didéjusi laukiniy gyviny infekuotuma (Milius ir kt.,
2004).

Vertinant 1997 metais SAG1 oralinés vakcinacijos
efektyvumo tyrimy rezultatus skirtinguose regionuose
nustatyta, kad didesné serokonversija buvo tuose lapiy
populiacijos regionuose, kur vakcinacija buvo atlikta ge-
guzés pabaigoje ir geguzés viduryje (Zienius, 2007). Ma-
noma, kad ankstyva POV yra mazai efektyvi pirmiausia
jauny lapiy populiacijai, be to, rudeniné POV taip pat
mazai veiksminga, nes nesukelia pakartotinio imunizaci-
jos efekto (Bruyere et al., 2000).

Po keleriy mety, 2006 m. birzelio mén., vél pradéta
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laukiniy gyviiny oraliné¢ vakcinacija prie§ pasiutlige su
7ymétaja atenuota vakcina ,,Lysvulpen® (Cekijos Respub-
lika). Tokia vakcinacija atliekama visose Baltijos Salyse.
Vakcinacijos poveikio tyrimas atliktas Nacionalinéje ve-
terinarijos laboratorijoje (NVL), Virusologiniy tyrimy
skyriuje. Labai svarbu nuolat analizuoti pasiutligés epi-
demiologing situacija Salyje, nustatyti lapiy paplitima,
aiskinti plitimo tendencijas, pavoju uzsikrésti zmonéms.

Darbo tikslas ir uZdaviniai — atlikti oralinés pasiutli-
gés vakcininiy antikiiny kiekio tiriamy lapiy kraujyje ana-
lizg ir ivertinti vakcinos efektyvuma skirtinguose Lietuvos
regionuose taikant 20062007 mety imunologinius tyrimo
metodus.

Tyrimy medZiaga ir metodai. 2006-2007 metais
oraliné laukinés faunos vakcinacija prie§ pasiutlige buvo
atlickama du kartus per metus — pavasarj ir rudeni, esant
vakcinos naudojimo instrukcijose numatytoms meteoro-
loginéms salygoms. Lapés buvo vakcinuojamos gyva ora-
line ,,Lysvulpen‘ vakcina, esancia Zuvies ir maltos mésos
apvalkale. Gyviinai, suéd¢ masala, uzsikrecia vakcinos
sudétyje esanciu pasiutligés virusu, kuris skatina susidary-
ti imuniteta. Vakcinos sudétyje yra susilpnintas pasiutli-
gés virusas, antibiotikai ir stabilizuojamoji medziaga.
Vakcina buvo idéta | kapsulg, laukiniam gyviinui édant
masala plystanti kapsulé ir pazeidzia burnos gleiving. Per
ja virusas patenka | organizma ir skatina imuniteto susida-
ryma.

Nuo 2006 m. birzelio mén. iki 2006 m. spalio mén.
méginiai buvo renkami i§ Neringos savivaldybés, Klaipé-
dos, Kretingos, Skuodo, Plungés, Silutés rajono ir Page-
giy savivaldybés, Mazeikiy, TelSiy rajony, Rietavo savi-
valdybeés, Silalés, Taurages, Akmenés, Kelmés, Jurbarko,
Raseiniy, Siauliy, Joniskio, Pakruojo, Radviliskio, Kédai-
niy, Panevézio, Pasvalio, Jonavos, Birzy, Kupiskio,
Anyksciy, Ukmergés, Rokiskio, Moléty rajony, dalyje
Zarasuy, Utenos, Svenéioniy rajony — bemaz 60 proc. $a-
lies teritorijos. 2006 m. spalio—2007 m. rugséjo ménesi
méginiai buvo renkami toje teritorijoje, kur buvo atlieka-
ma oraliné laukiniy gyviiny vakcinacija. Lapés sumedZio-
tos rajonuose, kur ne maziau kaip prie§ 23 dienas buvo
atlikta oraliné vakcinacija. Jy kraujo méginiai buvo nedel-
siant pristatyti { NVL Virusologiniy tyrimy skyriy. Situa-
cijai jvertinti 2006-2007 metais Lietuvoje imunologiniais
tyrimo metodais atlikta pasiutligés vakcininiy antikiny
duomeny analizé. Lapiy kraujo méginiy oralinés vakcina-
cijos pries pasiutlige antikliny titrui nustatyti buvo naudo-
jamas komercinis IFA (angl. — Bio-Rad Platelia™ Rabies
II Kit) rinkinys. Diagnostika atlikta Tarptautinio epizooti-
ju biuro standartizuotais metodais (TEB)(OIE, 2004).
Vakcinacijos efektyvumui nustatyti Salyje taikyti du tyri-
mo metodai — imunfermentinés analizés (IFA) ir palygi-
nimui — fluorescuojanéiy antikiny viruso neutralizacijos
(FAVN) (OIE, 2004).

Kraujo serumo méginiai. Istirta 490 lapiy kraujo se-
rumo méginiy IFA metodu ir palyginimui — 50 kraujo
serumo méginiy naudojant FAVN. Visi méginiai pries§
tyrimus laikyti — 20°C temperatiiroje.

Pasiutligés vakcininiy antikiing nustatymas [FA meto-
du. Etaloninés medziagos: komercinis IFA (angl. — Bio-
Rad Platelia™ Rabies II Kit) rinkinys; teigiamas referen-




ISSN 1392-2130. VETERINARIJA IR ZOOTECHNIKA. T. 43 (65). 2008

tinis serumas 0,5 TV/ml ir teigiamas referentinis serumas
4 TV/ml gautas i§ AFSSA (pranc. — Agence Frangaise de
Sécurité Sanitaire des Aliments Pranciizija). Kontrolés
kalibruotos pagal Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO)
ir TEB nurodymus (OIE, 2004). Visi reagentai naudotini
i$skirtinai in vitro diagnostikai.

[ranga: purtykle ,,Vortex”, (Heidolph, Vokietija); ter-
mostatiné vandens vonelé (DJ, (Pranciizija); termostatas
37°C temperatiiros (Jouan, Pranciizija); automatinis mik-
roploksteliy analizatorius (450 nm), tipas ELx808, (Bio-
Tek, JAV); precizinés vienakanalés ir daugiakanalés pipe-
tés, tipas ,,Researche®, (Eppendorf, Vokietija).

Lapiy POV in vitro nustatyti i§ kraujo ir kraujo seru-
mo naudojome komercinj IFA rinkinj (angl. — Bio-Rad
Platelia™ Rabies II Kit) (gamintojas Bio-Rad, Pranciizi-
ja). Rinkinys pritaikytas nustatyti ir titruoti IgG pasiutli-
gés viruso glikoproteing gyviiny kraujyje ir kraujo seru-
me. Anot PSO ir TEB eksperty, antikiny kiekis 0,5,
TV/ml ar daugiau yra tinkama apsauga nuo uzkrato. Ju
kontrolé jgalina netiesiogiai jvertinti vakciny efektyvuma
oralinés laukiniy gyviiny vakcinacijos metu (Servat et al.,
2007).

Metodas paremtas netiesiogine imunofermentine ana-
lize. Mikroplokstelé yra padengta pasiutligés glikoprotei-
nu, gautu i§ neaktyvuotos ir i§grynintos viruso membra-
nos. Fermentinis konjugatas susideda i§ proteino A, gauto
i8 Staphylococcus aureus, sujungto su peroksidaze. Tei-
giamos kontrolés — teigiamas referentinis serumas 0,5
TV/ml ir teigiamas referentinis serumas 4 TV/ml yra
kalibruotos pagal PSO standartus, leidzia kokybiskai ir
kiekybiskai nustatyti antikliny prie$ pasiutligés virusa titra
kraujyje ir kraujo serume (Servat et al., 2007).

Tiriamasis serumas bei referentinés teigiamos kontro-
lés yra iSpilstomi i glikoproteinu padengtos mikroplokste-
lés Sulinélius. Per viena inkubavimo valandg +37°C tem-
peratiiroje antikiinai prie§ pasiutligés virusa, esantys mé-
ginyje, susijungia su glikoproteinu, kuriuo padengti mik-
roplokstelés Sulinéliai. Po inkubavimo nesusijunge anti-
kiinai ir kiti serumo proteinai pasalinami plaunant su pa-
ruostu naudoti Tris-NaCl (pH 7,2) plovimo tirpalu. Kon-
jugatas (proteinas A su peroksidaze) i§pilstomas | mikrop-
lokstelés Sulinélius. Per antra vienos valandos inkubavima
+37°C temperatiiroje pazyméti antikinai susijungia su
antikiny prie§ pasiutligés virusa ir antigeno kompleksais,
prisitvirtinusiais mikroplokstelés Sulinéliuose. Neprilipgs
konjugatas pasalinamas plaunant Tris-NaCl plovimo tir-
palu. Imuninis kompleksas tampa akivaizdus papildant
tirpalu, kurio sudétyje yra peroksidazés substrato ir chro-
mogeny, inicijuojanéiy spalvos rySkinimo reakcija. Rezul-
tatai pateikiami optinio tankio vienetais (OT) mikroploks-
telg nuskaicius 450 nm bangos ilgiu. Tiriamy méginiy OT
verté palyginama su teigiamomis kontrolémis. Méginio
titrai kiekybiniuose testuose gaunami tiesiogiai nuskai-
¢ius standarting kreive ir iSreiSkiami ekvivalentiniais vie-
netais mililitre EV/ml. Vienetas ekvivalentiskas tarptauti-
niams vienetams (TV/ml), nustatytiems serumo neutrali-
zacija (Servat et al., 2007).

Pasiutligés vakcininiy antikiiny nustatymas FAVN
metodu. Etaloninés medziagos: teigiamas referentinis
serumas 0,5 TV/ml (Cliquet et al.,1998), neigiamas Suns

32

referentinis serumas, BHK-21 C13 (ATCC CCL-10) Ias-
teliy linija (angl. — aby Hamster Kidney) (Cliquet et al.,
1998), pasiutligés virusas CVS-11 (ATCC VR 959) (angl.
— chellenge virus standard CVS) gautas i§ AFSSA (pranc.
— Agence Francgaise de Sécurité Sanitaire des Aliments,
Pranctizija).

[ranga: laminaras II saugos klasés ,,HERA safe“ (Vo-
kietija); termostatas +37°C temperattiros su 5 proc. CO,
(JAV); mikroplokstelés F 96 (JAV); fluorescencinis in-
vertuotas mikroskopas ,,Leica“ (Vokietija).

FAVN principas yra in vitro pasiutligés viruso CVS-
11 kiekio ir titro nustatymas uzkrétus jautrias pasiutligés
virusui BHK-21 lasteles (Cliquet et al., 1998). 100 proc.
serumo titras skiedziamas neutralizuojant virusg 50 proc.
Sulineliy. Sis titras isreiskiamas TV/ml lyginant su stan-
dartinio serumo neutralizacijos skiedimu tokiomis pat
eksperimentinémis salygomis. Mikrotitravimo metodas
pagal J. S. Smith taikomas naudojant 96 Sulinéliy F for-
mos mikroplokstele (Smith et al., 1973), modifikuota pa-
gal E. Zalan (Zalan et al., 1979) ir Perrin (Perrin et al.,
1985) metodika.

FAVN metodas (Cliquet et al., 1998) taikytas ant au-
diniy kultiros 96 Sulinéliy mikroplokstelése, naudojant
BHK-21 Iasteles ir pasiutligés viruso CVS-11 padermg.
Viruso dauginimuisi lastelés buvo suspenduotos T-75
flakonuose ir uzkréstos viena dalimi viruso su DMEM
(angl. — Dulbecco’s Modified Eagle Medium) auginimo
terpe, | kurios sudétj jeina 10 proc. fetalinio verselio se-
rumo (FVS) (DMEM+10%FVS), ir 48 val. inkubuotos
termostate +37°C temperatiiroje. Visas paruostas viruso
kiekis iSpilstytas { mégintuvélius po 0,5 ml ir laikytas —
80°C temperatiiros Saldiklyje. Viruso titras buvo 10
>ITCIDsy/ml (angl. — TCIDs, -tissue culture infective do-
se). DMEM-10 proc. FVS terpé panaudota kontroliniam ir
tirlamajam serumui skiesti iSpilstant i mikroplokstelés
Sulinélius po 0,1ml; virusui skiesti i$pilstyta po 0,15 ml.

Tiriamasis serumas ispilstytas po 0,05 ml | keturis kar-
totinius mikroplokstelés Sulinélius ir titruotas po 0,05 ml
automatine daugiakanale pipete. Koncentruota viruso
CVS-11 suspensija praskiesta ir po 0,05 ml iSpilstyta |
kiekviena praskiesto serumo Sulinéli. Mikroplokstelé 60
min. inkubuota termostate +37°C temperatiiroje su 5 proc.
CO,. Po inkubacijos i kiekviena Sulinéli uzpilta po 0,05
ml paruostos BHK-21 4x10 ° lasteliy suspensijos su
(DMEM +10%FVS) auginimo terpe, ir plokstelés 48 val.
inkubuotos +37°C temperatiiroje su 5 proc. CO,.

Kontrolinei mikroplokstelei naudoti keturi Sulinéliai
su neuzkréstomis lastelémis, keturiuose kartotiniuose Su-
linéliuose viruso koncentracijos kiekiui nustatyti taip pat
titruotas kontrolinis teigiamas (angl. — OIE reference se-
rum) ir neigiamas (angl. — naive dog serum) referentinis
serumas. Po 48 val. inkubacijos terpé nupilta i dezinfekci-
ni tirpala (Virkon’s 1%). Mikroplokstelé viena karta pra-
plauta su fosfatiniu buferiniu druskos tirpalu (angl. —
PBS, pH 7.4 Dulbecco). Tada uzpiltas 80 proc. acetonas ir
18§ karto nupiltas, antra karta uzpiltas 80 proc. acetonas ir
fiksuotas palaikant 30 min. kambario temperattiroje. IS-
dziovintas. Dazyta konjugatu FITC (angl. — fluorescein
isothiocyanate) su viruso nuo pasiutligés monokloniniais
antikiinais (Fujirabio, JAV), skiestais 1:200, ispilstyta {
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kiekviena duobutg po 0,05 ml. Po 30 min. inkubacijos
termostate +37°C temperatiiroje praplauta du kartus su
PBS. PBS nupiltas apverciant mikroplokstelg, nusausinta
sugeriamuoju popieriumi. Rezultatai jvertinti invertiniu
mikroskopu fluorescencijai su 10 — kartiniu ir 1,25 karti-
niu objektyvo padidinimu. Turi biiti jvertintas visas Suli-
nélio plotas.

Rezultatas laikomas teigiamu, jei mikroskopuojant Su-
lin¢lyje neaptikta né vienos fluorescuojancios lastelés (1
pav. a). Rezultatas laikomas neigiamu, jei mikroskopuo-
jant Sulinélj rasta nors viena fluorescuojanti lastelé (1 pav.
b).

a) Teigiamas rezultatas

b) Neigiamas rézuljtatas

1 pav. BHK-21 lasteliy fluorescencija

Maziausias tiriamo serumo antikiny (Dsq) kiekis, 50
proc. apsaugantis nuo viruso, buvo skai¢iuojamas Spear-
man—Kérber metodu (Spearman, 1908; Kirber, 1931).
Serumo titras iSreikstas tarptautiniais vienetais mililitre
(TV/ml) palyginus su referentinio serumo titru, jeinancio {
kiekviena tyrima.

Kiekvieno tyrimo rezultatai patvirtinti jvertinant kont-
roliniy diagramy titrus, gautus i§ CVS (TCIDs,), neigiamo
(angl. — naive dog serum) serumo (Ds) ir teigiamo (angl.
— OIE referente serum) referentinio serumo (Ds).

Kiekvienas testas buvo laikomas galiojanciu, jei ver-
tés, surastos visoms Sitoms kontroléms, nebuvo statistis-
kai kitokios, negu atitinkamas vidurkis verCiy, gauty i$
visy ankstesniy testy (Cliquet et al., 1998). Statistiniai
tyrimai buvo atliekami deSimtainiu logaritmu (Ds) atitin-
kamai skiedziant su 95 proc. limito tikslumu taikant reg-
resing linija (Cliquet et al., 1998). PSO ir TEB nurodymu,
jei vakcinuoto gyviino po pasiutligés antikiiny titras >0,5
TV/ml, jis yra apsaugotas nuo pasiutligés.

33

Tyrimy rezultatai. Analizuojant pasiutlige infekuoty
laukiniy gyviiny tyrimy rezultatus nustatyta, kad 2003—
2007 metais didziausig infekuotuma pasiutlige gamtoje
sudaré lapés (2 pav.). Taciau 2005-2006 metais daugiau
infekuoti pasiutlige buvo mangutai (2 pav., 1 lentelé).
Pasiutligés diagnostikai musy Salyje taikomas imunofluo-
rescencinis (IF) tyrimo metodas (OIE, 2004). Siam tikslui
naudojamas komercinis diagnostinis FITC viruso nuopa-
siutligés polikloninis antikiinas, pagamintas ,Bioveta“
(Cekijos Respublika). Fluorsecencijos specifiskumui nu-
statyti atliekama kontrolé: FITC konjugatu nuo pasiutli-
gés (teigiamas) + tiriamasis tepinélis (galvos smegenys) ir
neigiamas FITC konjugatas + tiriamasis tepinélis (galvos
smegenys).

Analizuodami lapiy POV poveiki galime teigti, kad
2006 m. spalio—2007 m. rugséjo ménesiais atlickant viso-
je Lietuvos teritorijoje POV, per 2007 m. sumazéjo lapiy
pasiutligés atveju. Lapiy pasiutligés sergamumo epide-
miologiniai situacijai 2003—2007 metais jvertinti atlikta
NVL duomeny analizé (3 pav.).

2006 m. birzelio—2007 m. rugséjo ménesiais visoje
Lietuvos teritorijoje atlikta oraliné pasiutligés laukiniy
gyviiny vakcinacija ,,.Lysvulpen* vakcina, kuri yra ate-
nuota SAD Berne vakcina (Matouch et al., 2006). Masalai
su vakcina buvo i$métyti i$ 1éktuvo. 2006 m. visoje Salies
teritorijoje vakcinacija atlikta pavasario ir rudens—ziemos
laikotarpiu, i§ léktuvy iSmétyta 2 mljn. 100 tiikst. masaly.
Pirmas vakcinacijos etapas pradétas 2006 m. pavasari, kai
laukiniai gyviinai buvo vakcinuojami 60 proc. Lietuvos
teritorijos: iSmétyta 800 tukst. masaly su vakcina. Antruo-
ju etapu oraliné vakcinacija atlikta visoje Salies teritorijo-
je: iSmétyta 1 mljn. 300 tukst. masaly su vakcina.

FAVN ir IFA metodams palyginti éméme tuos pacius
méginius — i§ visy 10 apskric¢iy po 5 méginius. IFA tyrimo
metodu buvo istirti (n=50) lapiy kraujo méginiai, i$ kuriy
(28) TIFA metodu buvo nustatyti antikiinai. Tie patys
(n=50) lapiy kraujo méginiai buvo tirti FAVN tyrimo
metodu, i§ kuriy (23) méginiams nustatyti antikiinai (2
lentelé).

Atlikdami FAVN tyrima palyginome ir IFA tyrimo
rezultatus, nevakcinuoty (n=22) ir vakcinuoty lapiy
(n=28) méginiy titrus. Tyrimo rezultatai parodo atitikima
— Siuo atveju 92 proc. (2 lentelé). Analizuojant FAVN
tyrimo metodo rezultatus (n=1) méginio titras buvo 0,38
TV/ml arti 0,5 TV/ml, todél klasifikuojamas kaip neigia-
mas, o kiti (n=4) buvo toksiski, nes neaugo lastelés. I[FA
tyrimo metodo penkiy méginiy rezultatai buvo teigiami.
Abiem metodais nustatyti meéginiy titrai i$reiSkiami
TV/ml (angl. — [U/ml).

Po 2006 spalio—2007 rugséjo mén. POV programos
netiesiogine IFA jvertinus lapiy serumo imunizacijos
efektyvuma, kai mikroplokstelés buvo padengtos glikop-
roteinu, patvirtintas pakankamas metodo jautrumas ir spe-
cifiSkumas. Palyginti su FAVN metodu IFA metodo te-
chnika yra daug greitesné (4 val.), saugesné (laboratorijai
néra griezty reikalavimy, nereikia naudoti virusinio viru-
lentisko kamieno) ir paprastesné (nereikalauja daugybés
techninio personalo apmokymy), spalvoti reagentai ir
kalibruotos kontrolés naudojami pagal tarptautinius pat-
virtintus standartus. Kitoms vakcinacijos programoms
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pries pasiutlige rekomenduojama taikyti IFA ivertinant
serumo imunizacija.

Oralinés vakcinacijos prie§ pasiutlige efektyvumo ty-
rimus IFA metodu atlikome NVL Virusologiniy tyrimy

skyriuje. 2006-2007 metais isStirta 490 lapiy kraujo mégi-
niy. 238 méginiuose (48,57 proc.) nustatyti antikiinai (3
lentelé).
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2 pav. Laukiniy gyviiny pasiutligés atvejai Lietuvoje 2003—-2007 m.
*Kt. laukiniai gyviinai — Sernai, bebrai, pelés, barsukai, stirnos, voverés, ondatros, briedziai, audinés, @idros, Ziurkes

1 lentelé. Laukiniy gyviiny skirtingy risiy infekuotumas pasiutlige Lietuvoje 2003—2007 metais

Gyviiny rasis Tirty gyviiny skaicius, n Teigiamy atvejy skaicius, n Teigiami atvejai, %
Lapés 3268 1937 59,28
Mangutai 2983 2172 72,81
Kiaunés 990 392 39,59
Seskai 530 129 24,33
Kt. laukiniai 576 89 15,45
I§ viso: 8347 4719 56,53
Aptarimas. Pasiutligés epidemiologiné buklé yra tie-  2007).

siogiai susijusi su populiacijos imuniniu statusu. Anali-
zuojant registruoty susirgimy lapiy pasiutlige skaicius
pastebéta, kad 2007 metais susirgimy sumazéjo (2, 3
pav.). Tai tiesiogiai siejama su pasiutligés kaip gamtinés
infekcijos aktyvumo svyravimais: jgyvendinus ilgalaikes
POV programas, didelivose regionuose padaugéja susi-
rgimy pasiutlige. Pasiutligés virusams infekuojant lapiy
populiacija, individy skaiCius joje ima mazéti iki slenksti-
nés imliy gyviiny koncentracijos, uztikrinancios pasiutli-
gés persistentinj perdavimo tipa ploto vienete. Taigi pasi-
utligés atvejy nattiraliai sumazéja (2004 metais sumazéjo
ir sumedzioty lapiy ir susirgimy skaicius). Véliau lapiy
populiacija pradeda gauséti, kartu gauséja ir susirgimy (
2005-2006 m. lapiy susirgimy pasiutlige daugéjo). Tokie
susirgimy svyravimai galimi kas 5-10 mety (Zienius,
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3

Atliekant POV taip pat labai svarbu zinoti ,,Lysvulpen’
atenuotos vakcinos stabiluma nepalankiomis oro salygomis,
iki ji bus suésta gyviino. Siam tyrimui isbandytos dvi partijos
,Lysvulpen® vakcinos, pagamintos ,Bioveta®. Vakcinos
titras gamintojo buvo nustatytas ne maziau kaip 107,0
TCIDsy/dose (angl. — TCIDs-tissue culture infective dose).
100 vienety vakcinos masaly pavasari ir rudeni rankomis
buvo iSmétyta miske ir pamiskése. Kasdien buvo stebima ir
fiksuojama oro temperatiira, krituliai ir saulés Sviesa, buvo
stebimas vakcinos masalo apvalkalo pastovumas (Maciuls-
kis et al., 2008). Vakcina titruota NVL Virusologiniy tyri-
my skyriyje. Lauko salygomis masaly stabilumas yra
labai svarbus atliekant oraling vakcinacija. Bandymai
parodé, kad oralinés pasiutligés viruso vakcinos efekty-
vumas lauke priklauso nuo dozés, vakcinos viruso titro
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stabilumo ir masalo apvalkalo. Bandymais irodyta, kad
masalo apvalkalas stabilesnis i§lieka Sesélyje nei saulés
Sviesoje. Paveiktas krituliy masalo apvalkalas tapo
minkstas ir iStirpgs. Sausomis oro salygomis nustatytas
pakankamas pasiutligés vakcinos viruso titras, o drég-

nomis vakcinos viruso titras sumazéjas. ISvadoje pabré-
ziama, kad masaly dalijimas drégnomis oro salygomis
gali biiti neveiksmingas igyvendinant oralinés pasiutli-
gés vakcinacijos programa (Maciulskis et al., 2008).
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3 pav. Pasiutligés virusu infekuoty lapiy dinamika 2003-2007 m.

2 lentelé. IFA ir FAVN metody rezultaty palyginimas tiriant lapiy POV (n=50) méginius

Lapés
. Neigiamas méginiy skaiCius, n Teigiamas méginiy skaicius, n
Apskritis }?Ielrélgir;isqksrle(l::ij_o FAVN
Sius, n IFA FAVN IFA toksiskas
serumas
Alytaus 5 3 3 2 2
Kauno 5 2 2 3 2 1
Klaipédos 5 3 3 2 2
Marijampolés 5 3 3 2 2
Panevézio 5 1 2 4 2 1
Siauliy 5 3 3 2 2
Tauragés 5 2 2 3 3
Telsiai 5 2 2 3 3
Utenos 4 2 2 2 1 1
Vilniaus 6 1 1 5 4 1
I§ viso: 50 22 23 28 23 4
Atitikimas, % 92 %

1994-1996 metais lapiy infekuotumo pasiutligés viru-
su lygis isliko palyginti stabilus. 1997 metais atliktos dvi
vakcinacijos — pavasar] (geguzés mén.) ir rudenij (spalio—
lapkri¢io mén). 22 rajony 4338 kv. km plote buvo pa-
skleista 200 tiikst. masaly. 1998 metais buvo vakcinuoja-
ma 6375 kv. km plote, kuris apémé 26 rajonus Siaurés ir
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Vakary Lietuvos dalyse. 1998 metais paskleista 200 tikst.
masaly. 1999-2000 metais taip pat buvo atlikta pavasari-
né ir rudeniné vakcinacija 29 rajonuose. 1997-2003 me-
tais infekuoty lapiy kasmet daugéjo. 2001-2003 metais
oraliné lapiy vakcinacija prie§ pasiutlige nebuvo atlikta.
Galbit tuo galima biity paaiskinti padidéjusi laukiniy gy-
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viiny infekuotuma, nes dalis gausé¢janciy laukiniy gyviny
populiacijos (lapiy ir manguty) liko nevakcinuota (Milius
ir kt., 2004).

Apibendrinus tyrimo rezultatus galima teigti, kad ora-
linés imunizacijos programa yra efektyvus biidas kontro-
livoti ir kovoti su lapiy pasiutlige. Pradéjus 2006 m. POV
programa, tais paciais metais padaugéjo lapiy susirgimy
pasiutlige. Vakcinacijos poveikis matuojamas imuninio

statuso kiekybiniais rodikliais, t. y. kiek vakcinuoty lapiy
igavo imuniteta. Lapiy populiacijos imunitetas intensyvé-
ja su kiekviena vakcinacija, bet ir tobulai parengus POV
programa gali siekti 50-90 proc., titruojant seruma Ak —
30-80 proc. (0,5 TV/ml) (Zienius, 2007). Stipréjant popu-
liacijos imunitetui gauséja populiacija, t.y. padidéja imliy
infekcijai gyviiny skaiCius, o ypac jaunikliy grupéje vasa-
ros metu (Anon, 2002).

3 lentelé. Lapiy oralinés vakcinacijos prie§ pasiutlige efektyvumo jvertinimas IFA metodu i§ kraujo méginiy

2006 06 01-2007 09 30

. Bendras kraujo méginiy — — Lapcs — — Teigiamy méginiu.
Apskritis oy Neigiamas méginiy Teigiamy méginiy o ’
skaiCius, n s o %
skaiius, n skaiéius, n
Alytaus 76 30 46 60,52
Kauno 26 22 4 15,38
Klaipédos 57 18 39 68,42
Marijampolés 50 38 12 24
Panevézio 67 31 36 53,73
Siauliy 21 12 9 43
Tauragés 54 30 24 44,44
Telsiy 45 20 25 55,55
Utenos 81 44 37 45,67
Vilniaus 13 7 6 46,15
IS viso: 490 252 238 48,57

PSO nurodo, kad po vakcinacijos antikiiny titras 0,5
TV/ml yra riba, kuri rodo gera apsauga zmonéms. Tokia
pati titro verté 0,5 TV/ml yra taikoma vakcinuoty lapiy
antiklinams nustatyti (Matouch et al., 1998).

Pries pasiutligés virusa vakcinuoty gyviiny antikd-
nams nustatyti dazniausiai taikomi kiekybiniai serologi-
nés neutralizacijos tyrimo metodai uzkreciant peles arba
lasteles. PSO rekomenduojami metodai yra MNT (angl. —
Mouse Neutralisation Test) (Webster et al.,, 1935) ir
RFFIT (angl. — Rapid Fluorescent Focus Inhibition)
(Smith et al., 1973). Remdamiesi MNT metodu turétume
naudoti laboratorinius gyviinus (peles), bet §is metodas
turi trikuma, mat tyrimas yra ilgas (28 d.). RFFIT meto-
das taikomas lasteliy kultiiroms, o atlikimo technika labai
panasi i FAVN (Cliquet et al., 2000).

Lapiy oralinés pasiutligés vakcinacijos imuninis atsa-
kas dazniausiai nustatomas FAVN arba IFA tyrimo meto-
dais. FAVN tyrimo metodas taikomas lasteliy kulttiroms
(Cliquet et al., 2000), bet FAVN reakcija labai jautri 1as-
teliy citotoksiSkumui, atliekant plataus masto apzvalginius
tyrimus (angl. screening) laukiniy gyviiny serume. Dau-
gumos lapiy serumo méginiai i§ tikryjy buvo ,lavono
skystis* (,,body fluids®), kurj émé medziotojai, jégeriai
arba laboratorijos specialistai. Kuo greiCiau atidaroma
nugaiSusio gyviino kritinés lasta, tuo greiiau kraujas
hemolizuojasi, todél méginiai i laboratorija tyrimams
buvo siunéiami +18 +22°C temperatiiroje kuo greiciau.
FAVN tyrimo metodas turi trikumuy, nes dél prastos se-
rumo kokybés titruojant pasiutligés antiklinus nejmanoma
atlikti priezitros kontrolés ir palyginti vakcinacijos po-
veiki (Cliquet et al., 2000). Miisy tyrimy rezultatai rodo,
kad IFA metodas yra daug jautresnis ir dél prastos mégi-
nio kokybés nespecifiSkai nereaguoja. (Cliquet et al.,
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2000).

P. Atanuosiu ir P. Perrin (Atanuosiu, Perrin, 1979)
patvirtino antikiiny prie$ pasiutlige nustatymo IFA meto-
da. Sis metodas yra pranasesnis: greitas, paprastas taikyti
ir yra standartizuotas (Cliquet et al., 2003). Jam nereikia
naudoti viruso ir lasteliy kulttry, neturi reikSmés serumo
kokybé, taip pat galima iSvengti lasteliy toksiSkumo susi-
duriant su hemolizuotais méginiais (Cliquet et al., 2000).
Tyrimai buvo atlikti su ,,Rabies Platelia ™ II “testo rinki-
niu, kuris yra pakeista Platelia Rabies rinkinio versija ir
paversto komercija ,,Sanofi Diagnostics Pasteur* (Pranct-
zija), tada — ,,Bio-Rad“ (JAV). Sis naujas IFA rinkinys
pagristas pasiutligés viruso antikiiny serumo susijungimu
su pasiutligés glikoproteinu  G. Susijungus A-
peroksidazés baltymui susidaro antigeno + antikiino
kompleksas (Servat et al., 2007).

Kovos su pasiutlige rezultatus Lietuvoje reikia vertinti
teigiamai. Miisy nuomone, atlickama oraliné vakcinacija
duoda teigiamy rezultaty kovojant su §ia pavojinga uzkre-
Ciamaja gyvuny liga. Pasiutligés likvidavimas laukiniy
gyviiny tarpe uzkirs kelia ligai plisti tarp naminiy gyviiny.
Manoma, kad per pastaruosius metus laiku ir sklandZziai
atlikta oraliné vakcinacija prie§ pasiutlige ateityje padés
iveikti $ia pavojinga uzkreciamaja liga.

Viruso izoliacijos ir serologinémis reakcijomis tei-
giami méginiai turi buti panaudoti tolimesniems virusolo-
giniams tyrimams, t. y. taikyti molekulinius tyrimo meto-
dus — pasiutligés viruso fenotipizavima ir filogeneting
analizg. Atlikg tokius tyrimus galétume identifikuoti Saly-
je paplitusius pasiutligés ekotipus, taip pat atskirti vakci-
ninius virusy kamienus nuo epizootiniy.
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ISvados.

1. Laukiniy gyviny tarpe lapés yra viena i$ pagrindi-
niy pasiutligés viruso i$plitimo priezasciy (59,28 proc.).

2. Lietuvoje lapiy oraliné vakcinacija prie§ pasiutlige
daro teigiama itaka — nustatytas maZesnis infekuotumas
pasiutlige. Per 2006 metus pasiutlige infekuotos lapés
gamtoje sudaré 79,95 proc., o 2007 metais — tik 32,19
proc.

3. Kasmet atlickama POV efektyviai stabilizuoja pa-
siutligés plitima laukiniy gyviiny. POV poveikio tyrimai
i§ sumedzioty laukiniy lapiy kraujo parode, kad 48,57
proc. buvo igij¢ antikiinus prie§ pasiutlige.

4. Palyging IFA ir FAVN diagnostinius metodus pas-
tebéjome, kad IFA metodas yra greitesnis, saugesnis ir
paprastesnis atlikimo technika, o serumo kokybé neturi
reik§més tyrimo rezultatams.
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