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IVADAS

Nariuotakojai vaidina svarby vaidmenj ligy sukéléjy pernesime. Kraujg siurbiantys, hematofaginiai
nariuotakojai, maitinimosi metu pernesa skirtingus virusus, bakterijas, pirmuonius ar nematodus. Ligy
sukelejy pernasoje dalyvaujantys nariuotakojai yra vadinami vektoriais. Tokiy nariuotakojy pernesamy
patogeny iSplitimas daro didziule jtaka naminiy ir laukiniy gyviiny bei zmogaus sveikatai (Hurd, 2019;
Berenger, Parola, 2017), nes pasaulyje didéja nariuotakojy platinamy ligy skaicius. Per pastaruosius
deSimtmecius vektoriy pagalba geografiskai toli nuo savo endeminiy regiony iSplito jvairus ligy
sukéléjai. Kai kurios ligos kelia problemas tik tam tikruose, specifiniuose regionuose, taciau kitos,
placiau i$plitusios — laikomos globaliomis, visuotinémis problemomis (Gratz, 1999). Siekiant kovoti su
ligy sukeléjy keliamomis problemomis, sustabdyti jy plitima, yra ypac¢ svarbu identifikuoti ligas
sukelianéius patogenus ir juos pernesancius vabzdzius — vektorius.

Dauguma Tabanidae Seimos vabzdziy (angl. horseflies, deerflies) yra kosmopolitai, paplite beveik
visuose pasaulio zemynuose, prisitaike gyventi jvairiomis aplinkos salygomis. Visa tai suteikia galimybe
Siems vabzdziams platinti patogenus. Tabanidae Seimos vabzdziy patelés yra kraujasiurbés ir gali atlikti
ivairiy ligy sukéléjy mechaniniy arba biologiniy vektoriy vaidmenj. Maitinimosi metu Sios muses gali
pernesti ligy sukéléjus nuo uzsikrétusiy, serganéiy Seimininky j naujus, sveikus, bet ligoms imlius
seimininkus (Sasaki, 2001; Baldacchino et al., 2014; Chainey, 1993).

Potencialus ligy sukéléjai, kuriuos galéty pernesti Tabanidae Seimos atstovai, yra Afrikinio kiauliy
maro (AKM) virusas ir Trypanosoma genties protistai. Yra atlikta nemazai tyrimy, kurie patvirtina
Tabanidae Seimos vaidmenj Trypanosoma sp. atstovy perneSime (Baldacchino et al., 2014). Nors ir néra
atlikta tyrimy, kurie patvirtinty Afrikinio kiauliy maro viruso perneSimg Tabanidae vabzdZiy pagalba,
vis didesni $io viruso keliamos ligos protrikiai skatina nagrinéti kraujasiurbiy vabzdZziy, kaip potencialy
vektoriy, vaidmenj viruso platinime (Olesen et al., 2018).

Sio darbo metu pasitelkus morfologinius ir molekulinés biologijos metodus buvo identifikuotos
Tabanidae Seimos riiSys ir jvertintas skirtingy $ios Seimos vabzdzZiy riiSiy vaidmuo perneSant Afrikinio
kiauliy maro virusg ir Trypanosoma sp. protistus Lietuvos Respublikos teritorijoje.

Darbo tikslas — Nustatyti Tabanidae Seimai priklausanéiy vabzdziy vaidmenj kai kuriy ligy
sukéléjy pernesime.

Darbo tikslui pasiekti i§sikelti uzdaviniai:

1. ISanalizuoti literatliros Saltiniy duomenis apie Afrikinio kiauliy maro viruso ir Trypanosoma
genties parazity paplitimg Tabanidae Seimos vabzdziuose;

2. Panaudojant morfologinius ir molekulinius metodus, apibiidinti vabzdzius iki rasies lygmens;



3. Nustatyti Afrikinio kiauliy maro viruso DNR Tabanidae Seimos vabzdZziuose;
4. Nustatyti Trypanosoma sp. DNR Tabanidae vabzdziuose ir palyginti gautas sekas su duomeny

baz¢je esanciomis sekomis;

5. Jvertinti analizuojamy ligy sukéléjy paplitimg skirtingose Tabanidae Seimos rusyse.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Tabanidae Seimos sistematika

Tabanidae $eima yra placiai paplitusi Diptera buirio vabzdziy Seima, susidedanti i§ daugiau nei
4400 rasiy, pasiskirsCiusiy 144 gentyse. Tai bene daugiausiai apraSyty rusiy turinti kraujg siurbianciy
Diptera vabzdziy Seima. Brachycera musiy grupei priklausantys Sios Seimos vabzdziai yra kosmopolitali,
t.y. paplite beveik visame pasaulyje, prisitaike prie skirtingy klimato, gamtos salygy, kolonizavo jvairias
buveines, tokias kaip miskai, ganyklos ar pelkes, teritorijas skirtinguose auki&iuose. Seimos atstovai
aptinkami visuose pasaulio zemynuose, iSskyrus Antarktida (Mullens, 2019; Baldacchino et al., 2017).
Visgi, nepaisant plataus geografinio $ios Seimos iSplitimo, ekonominés ar medicininés svarbos,
Tabanidae taksonomija, filogenija néra galutinai aiski, vieninga.

Nors tai ir viena didziausia jvairove pasizyminti kraujasiurbiy vabzdziy $eima, visgi, Tabanidae
filogenija nebuvo labai i§samiai istirta naudojant molekulinius duomenis (Morita et al., 2016). Siais
laikais nagrinéjant ir skirstant Tabanidae Seimos individus, daZniausiai yra pritaikoma, remiamasi
zoologo lan Murray Mackerras klasifikacija (Mackerras, 1954). Pagal §ig klasifikacija Tabanidae Seima
suskirstoma ] 3 poSeimius ir kiekvienam poSeimiui priklausancias tribas: Tabaninae (Diachlorini,
Haematopotini, Tabanini), Pangoniinae (Pangoniini, Philolichini, Scionini) ir Chrysopsinae
(Bouvieromyiini, Chrysopsini, Rhinomyzini) (Mackerras, 1954; Mullens, 2019; Mackerras, 2008). Kai
kuriuose $altiniuose sutinkamas ir ketvirtasis kiek kontraversiskas poSeimis — Scepsidinae, ank$¢iau
jvardijamas ir I. M. Mackerras‘o klasifikacijoje. Visgi, §is poSeimis buvo panaikintas 1959 ir daugumos
mokslininky bei tyréjy néra vartojamas (Fairchild, 1969). Mackerrass‘o Tabanidae rasiy suskirstymas
paremtas morfologiniais suaugusiy individy iSoriniais pozymiais (Mackerras, 1954). Zinoma, tai néra
vienintelis sitilomas Sios Seimos individy suskirstymas. Egzistuoja ir kitos, skirtingy autoriy sudarytos
klasifikacijos, kuriose sitilomas kiek kitoks riisiy skirstymas poSeimiy ar kity, Zemesniy taksony, rangy
lygmenyje (Morita et al., 2016).

Problema kyla dél rasiy apibudinime naudojamy morfologiniy pozymiy. Daugelis iSoriniy
poZymiy susijusiy su vabzdZio kiino ar akiy spalvomis, naudojamy Tabanidae Seimos riiSiy
klasifikacijoje keiCiasi atsizvelgiant j tai, kaip buvo renkami ir iki biidinimo laikomi individai, taip pat
tai priklauso ir nuo vabzdzio amzius jo surinkimo metu. Nors naudojama nemazai ir strukttiriniy pozymiy
padedanciy identifikuoti individus, visgi, daugelis akcentuojamy, skiriamyjy poZymiy yra susij¢ su tam
tikrais raStais ir spalvomis, kurie gali pakisti ar iSblukti (Mackerras et al, 2008). DidZioji dalis Tabanidae
visy risiy bruozy yra antriniai lytiniai pozymiai padedantys identifikuoti tik vienos ar kitos lyties atstova
(Morita et al., 2016).



Lietuvos teritorijoje yra aptinkami Tabanidae $eimos vabzdziai, priklausantys Chrysopsinae ir

Tabaninae poseimiams. Pangoniinae poseimio atstovai Lietuvoje taip ir néra aptinkami. Trijose tribose

— Chrysopsini (priklauso Chrysopsinae poseimiui), Haematopotini ir Tabanini (Sios dvi tribos priklauso

Tabaninae poSeimiui), pasiskirste vabzdziai sudaro 39 Lietuvoje sutinkamas, Tabanidac Seimai

priklausancias rasis (PakalniSkis et al., 2006) (1 lentelé).

1 lentelé. Lietuvoje aptinkamy Tabanidae Seimos poraisiy, triby, genciy ir rusiy sgrasas (Saltinis:
sudaryta autoriaus, remiantis Pakalniskis et al., 2006)

Taksonas

PoSeimis

Triba

Gentis

Rasis*

Chrysopsinae

Chrysopsini

Chrysops

Chrysops (Chrysops) caecutiens (Linnaeus, 1758) = C.
caecutiens caecutiens (Linnaeus, 1758)

C. (C.) divaricatus (Loew, 1858)

C. (C.) nigripes (Zetterstedt, 1838)

C. (C.) parallelogrammus (Zeller, 1842)

C. (C.) relictus (Meigen, 1820)

C. (C.) rufipes (Meigen, 1820)

C. (C.) sepulcralis (Fabricius, 1794)

C. (C.) viduatus (Fabricius, 1794) = Chrysops pictus (Meigen,
1820)

Silvius

Silvius alpinus (Scopoli, 1763) = S. vituli (Fabricius, 1805)

Tabaninae

Haematopotini

Haematopota

Haematopota crassicornis (Wahberg, 1848)
Haematopota italica (Meigen, 1804)
Haematopota pluvialis (Linnaeus, 1758)
Haematopota subcylindrica (Pandellé, 1883)

Heptatoma

Heptatoma pellucens (Fabricius, 1776)

Tabanini

Atylotus

Atylotus fulvus (Meigen, 1804) = Atylotus fulvus fulvus
(Meigen, 1804)

Atylotus latistriatus (Brauer, 1880)

Atylotus plebeius (Fallén, 1817)

Atylotus rusticus (Linnaeus, 1761)

Atylotus sublunaticornis (Zetterstedt, 1842)

Hybomitra




Hybomitra arpadi (Szilady, 1923)

H. bimaculata (Macquart, 1826)

H. borealis (Fabricius, 1781) = H. lapponica (Wahlberg,
1848)

H. ciureai (Séguy, 1937) = H. solstitialis (Meigen, 1820)

H. distinguenda (Verrall, 1909)

H. lundbecki (Lyneborg, 1959) = H. lundbecki lundbecki
(Lyneborg, 1959)

H. lurida (Fallén, 1817)

H. montana (Meigen, 1820)

H. muehlfeldi (Brauer, 1880)

H. nigricornis (Zetterstedt, 1842)

H. nitidifrons (Szilady, 1914) = H. nitidifrons confiformis
(Chvéla et Moucha, 1971)

H. tarandina (Linnaeus, 1758)

Tabanus
Tabanus autumnalis (Linnaeus, 1761) = T. autumnalis
autumnalis (Linnaeus, 1761) = T. autumnalis brunescens
(Szylady, 1914)
T. bovinus (Linnaeus, 1958)
T. bromius (Linnaeus, 1958) = T. bromius bromius (Linnaeus,
1958)
T. cordiger (Meigen, 1820)
T. glaucopis (Meigen, 1820)
T. maculicornis (Zetterstedt, 1842)
T. miki (Brauer, 1880) = T. miki miki (Brauer, 1880)
T. sudeticus (Zeller, 1842) = Tabanus sudeticus sudeticus
(Zeller, 1842)
* =" Zenklas nurodo pavadinimo sinonimus, pavadinimus naudotus lietuviy literatiiroje, kalbant apie tg pacia

Fusj.

Nepastoviss, kintantys Tabanidae Seimos individy poZymiai raSies lygmenyje, kaip ir biidinimui
reikalingos informacijos stygius, sukelia nemazai problemy identifikuojant rasis (Chainey, 1993). Néra
vieno, universalaus atpazinimo rakto padedancio identifikuoti Tabanidae Seimos poSeimius ar gentis,

pasaulyje paplitusig Sios Seimos riisiy jvairove.



1.2. Tabanidae hematofagija ir ligy sukéléjy pernesimas

D¢l savo gyvenimo biido, hematofagiski Tabanidae Seimos vabzdziai kenkia ir sukelia daugybe
tiesioginiy ir netiesioginiy problemy jvairiems naminiams, laukiniams gyviinams ir Zmonéms.
Skausmingi Tabanidae musiy jkandimai ir dideli kraujo netekimo kiekiai, gali sukelti stresg, diskomforta,
didelio kraujo kiekio netekimg ar alergines reakcijas, 0 kartais ir sunkias ligas, pavojingas gyvybei. Po
jkandimy ant individy odos atsiranda matomi randai. Ekonominé Zala yra pastebima turizmo sektoriuje,
kai didelio $iy musiy kiekio sukeliami trikdziai, nepatogumai gali visiSkai uzkirsti laisvalaikio veiklg
lauke. Taip pat patiriami nuostoliai tikiuose, kai dél dazny Tabanidae atstovy iSpuoliy, gyviinai negali
ganytis ir dél to, sumazéja Siy gyviiny mésos ir pieno produkcija (Blaho et al., 2012; Mullens, 2019).

Hematofagija yra vabzdziy prisitaikymas maitintis krauju (Wallace, 2009). Pasitaiko nekandanciy
vabzdZziy, kurie prisitaiké maitintis Krauju, kuris iSteka j pavirSiy per kity organizmy ar kity faktoriy
padarytas zaizdas. To pavyzdys galéty biti Muscidae Seimos musés Fannia benjamini ir Hydrotaea
armipes, kurios maitinasi krauju i§ Tabanidae sukelty zaizdy. Visgi, dauguma hematofagisky vabzdziy
nepriklauso nuo atsitiktiniy progy, galimybiy aptikti atviras Zaizdas, kraujo $altinius. Sie vabzdZiai
pasizymi i$sivyséiusiais specializuotais burnos aparatais, kuriais yra prisitaike pradurti ir prasiskverbti
iki gyvino kraujagysliy, prakirpti, gramdyti gyviiny audinius, sudarant mazesnes ar didesnes zaizdas i$
kuriy yra siurbiamas kraujas (Lehane, 2005). Tabanidae Seimos musés, 0 tiksliau didzioji dalis Sios
Seimos pateliy, yra kraujasiurbiai vabzdZiai, pasiZymintys Siais specifiniais burnos aparatais,
leidZianciais pazeidus, jkirpus audinius savo astriomis, tvirtomis mandibulémis pasiekti ir siurbti krauja
(1 pav.). Paprastai Sios Seimos vabzdziai,
tieck patinéliai, tiek patelés, maitinasi
jvairiy geliy nektaru, ziedadulkémis, i
pazeisty medziy tekanc¢ia sula ir Kitomis
panasiomis medziagomis, kurios apriipina
juos angliavandeniais. Patelés
prisitaikiuosios ~ prie  hematofagiSko
gyvenimo budo, kadangi kraujas joms

reikalingas kiauSinéliy produkcijai. Be Sio

kraujo pasisavinimo, kuris atlieka baltymy

1pav. Haematopota pluvialis patelé imaitinanti krauj
Saltinio vaidmenj, kiauSinéliai negali P P p(Hakon pzaogg), besimaitinanti kraujy

vystytis ir subresti  (Chainey, 1993;
Vaduva, 2020).



Ikandimo ir maitinimosi metu Tabanidae vabzdZziai pasisavina ypac gausius, kelis kartus uz jy paciy
kiino svorj didesnius, kraujo kiekius, o tai kartu suteikia galimybe prisidéti prie ligy sukéléjy pernesimo
ir platinimo (Krinsky, 1976). Tabanidae patelés yra jvairiy ligy sukéléjy, patogeny, tokiy kaip bakterijos,
protistai, nematodai ir virusai, vektoriai. Tokia ligy sukéléjy pernesimo, ,,vektoring® sistemg sudaro tris
elementai: vektorius, patogenas ir Seimininkas. Vektoriais yra vadinami organizmai, dazniausiai Krauju
besimaitinantys nariuotakojai, uztikrinantys patogeno perne$img nuo vieno $eimininko j kita (Berenger,
Parola, 2017). Seimininkas yra bet koks gyvas organizmas, uzkréstas tam tikru ligos sukéléju, patogenu.
Seimininko vaidmuo priklauso nuo ligos simptomy pasireiskimo. Sis organizmas gali pasiduoti patogeno
sukeliamai ligai, zati ar jveikti jg. Taip pat, jis gali tapti besimptomiu nesiotoju, funkcionuojanciu kaip
ligy sukéléjy rezervuaras kitiems, naujiems Seimininkams (Sarwar, 2015). Tabanidae §eimos atstovali,
kaip Seimininkus, aukas, kuriy kraujy maitinsis gali pasirinkti jvairius roplius, pauksciius ar zinduolius,
visgi, pirmenybe taikydami stambiems, Siltakraujams gyviinams, kaip kad arkliai ar galvijai
(Desquesnes, 2004). Siurbiant kraujg i§ uzsikretusio, sergan¢io Seimininko, su krauju yra jsiurbiami
jvairiis patogenai. D¢l skausmingo Tabanidae Seimos musiy jkandimo, $eimininkas stengiasi kuo
greiiau atsikratyti vabzdzio. Nutraukus vabzdzio maitinimasi, Sis tuojau ieskos ir suradgs persikels ant
kito individo, kad pabaigty maitinimasi. Tai yra ypa¢ palankus veiksmas mechaniniam perdavimui,
kadangi nemazai patogeny negali ilgai iSgyventi vektoriuje, nors yra ir patogeny, Kuriems ilgesnis
buvimas vektoriuje yra biitinas zingsnis jy gyvenimo cikle (Lane, Crosskey, 1993; Desquesnes et al.,
2009).

Pagal jvairius vektoriaus ir patogeno tarpusavio santykius, aplinkos ir vietines salygas vabzdziai
gali vykdyti biologinj arba mechaninj ligy sukéléjy pernesimg (Baldacchino et al., 2014). Sios abi
pernasos gali koegzistuoti toje pacioje teritorijoje, su tais paciais Seimininkais ar tais paciais vektoriais
(Desquesnes et al., 2009). Mechaninis perneSimas vyksta kai patogenai pasitelk¢ vektoriaus pagalba
yra mechaniskai perne$ami nuo vieno $eimininko j kita. Sios pernasos metu nejvyksta jokios patogeny
vystymosi ciklo stadijos ar pagauséjimas vektoriuje. | vektoriy ligy sukéléjas patenka kraujo siurbimo
metu ir yra perneSamas juo uzterStomis burnos aparato dalimis. Didesné tikimybé mechaniskai pernesti
patogeng turi tie vektoriai, kurie pasizymi daznu Kraujo maitinimusi bei gausiu jo kiekio pasisavinimu.
IS esmés mechaniniy vektoriy, nariuotakojo vaidmuo Sio tipo perneSime yra kontakto pratgsimas,
pernesimas tarp Seimininky (Sarwar, 2015). Tuo tarpu biologinis, arba dar kitaip vadinamas cikliniu,
perneSimas jvyksta, kai patogenas tam tikrg laikg iSgyvena vektoriaus kiine ir tik véliau yra perneSamas
1 naujajj, stuburinj Seimininkg. Egzistuoja tam tikra priklausomybé tarp parazito ir jj pernesancio
vektoriaus. Patekes i vektoriy, ligos sukéléjas kelis vystymosi ciklus ir/ar pasidauginima turi praleisti

vektoriaus, vabzdZio organizme prie§ jvykstant galutiniam perdavimui j nauja Seimininka. Pagal tam
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tikrg gyvenimo biuidg, ypatumus, tai yra priklausomai nuo to, ar ligy sukéléjas pereina tik vystymosi
ciklus, tik dauginimasi, ar tiek vystymasi, tieck dauginimasi, viename vektoriuje, vabzdyje, skirtingy
patogeny biologiné pernesa gali atitinkamai buti suskirstomg j cikling — vystymosi (angl. cyclo —
developmental), propagavimo (angl. propagative) ir cikling — propagavimo (angl. cyclo — propagative),
pernasas (Sarwar, 2015; Lehane, 2005).

Tabanidae Seimos vabzdziai sugeba pernesti jvairiy stuburiniy ligy sukéléjus tiek biologiskai, tiek
mechani$kai. Mechaninis perneSimas yra geriau zinomas, dazniau pasitaikantis Sios Seimos gretose,
pernesant patogenus nuo uzsikrétysio Seimininko, imliam Seimininkui, ant krauju uZterSty burnos aparaty
pertraukto maitinimosi metu (Mullen, 2019; Baldacchino et al., 2014). Nors yra pasiekiami tokiy autoriy
kaip Krinky (1976), Foil (1989), Baldacchino (2014) bei kity mokslininky sudaryti sgrasai, kuriuose yra
pateikta surinkta informacija apie Tabanidae musiy perneSamus patogenus, visgi, duomeny, atlikty
analiziy ir dokumentavimo apie Tabanidae Seimos rtsiy, kaip ligy sukéléjy vektoriy vaidmenj palyginus
su kitais nariuotakojais néra ypa¢ daug (Baldacchino et al., 2017; Mullens, 2019). Pagal pasiekiamus
duomenis apie Tabanidae Seimos pernesamus patogenus Visame pasaulyje arba vien Europoje (Krinsky,
1976; Baldacchino et al., 2014) (informacija, apie kituose Zemynuose, nekosmopolitiskai ir ne Europoje,
sutinkamus ir Tabanidaec perneSamus ligy sukéléjus, Siame darbe néra analizuojama, | ja
neatsizvelgiama), galima teigti, jog yra maziausiai 20 skirtingy ligy sukéléjy rasiy, genéiy, kurias gali
pernesti Europoje aptinkami Tabanidae atstovai, o tai pat galimai ir Lietuvoje gyvenanciy Tabanidae

rusiy museés.

1.3. Afrikinio kiauliy maro virusas

Afrikinio kiauliy maro virusas — didelis, ikosaedro formos, Asfarviridae §eimos ir Asfivirus genties
DNR arbovirusas, kurio genomo ilgis varijuoja nuo 170 iki 193 kb pory priklausomai nuo viruso izoliato
(Simulundu et al., 2017; Arias et al., 2017). Sis virusas sukelia Afrikinj kiauliy mara.

Afrikinis kiauliy maras (AKM) yra uZkreciama ir daznai net mirtina virusiné liga, paveikianti
namines kiaules, Sernus bei kitus Suidae Seimos atstovus ( Simulundu et al., 2017; Wang et al., 2020).
Visos Sios Seimos atstovy amziaus grupés yra vienodai jautrios. Individams liga gali pasireiksti
skirtingomis formomis: imine, patimine ar létine, arba neakivaizdzia, besimptome forma, kai gyviinas
yra Afrikinj kiauliy marg sukelian¢io viruso neSiotojas. Umine forma serganéiy kiauliy mirtingumas
siekia iki 95-100 procenty (Gallardo et al., 2015; Arias, Sanchez-Vizcaino, 2002). Afrikinio kiauliy maro

hemoragines ligas, tokias, kaip klasikinis kiauliy maras (angl. Classical swine fever) ar rozé (ang.
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Erysipelas) (Arias et al., 2017). Zmonéms ir kitiems stuburiniams gyviinams §i liga néra pavojinga, neturi
tiesioginio poveikio jy sveikatai. Visgi, pastebimas didziulis neigiamas poveikis, nuostoliai Saliy,
kovojanciy ir bandanc¢iy kontroliuoti viruso sukeltos ligos protrukius, ekonomikai. Vakcinacija galéty
biti viena i$ priemoniy, padedanciy kontroliuoti ir kovoti prie§ infekcines virusines ligas. Nemazai
pastangy jdéta j Afrikinio kiauliy maro vakciny kiirimg, tac¢iau veiksminga ir efektyvi vakcina pries
Afrikinj kiauliy maro virusg kol kas néra sukurta, o efektyviausia priemoné uzkirsti protrikiams yra
uzsikrétusiy kiauliy skerdimas, utilizacija.

Pirmieji Sio viruso ir jo sukeltos ligos steb¢jimai buvo atlikti 1909-aisiais metais Ryty Afrikos
protektorate (dabartinés Kenijos teritorijoje) (Montgomery R. E., 1921) ir po mazu i$plito kitose Afrikos
zemyno dalyse. 1957-aisias ir pakartotinai 1960-aisiais metais $i Afrikinio kiauliy maro viruso sukelta
liga buvo pastebéta Portugalijoje, Cia introdukuota i§ Angolos, kuri tuo metu dar buvo Portugalijos
kolonija. Antrosios introdukacijos metu $io viruso plitimas nebuvo sukontroliuotas ir Afrikinis kiauliy
maras i$plito Pirény pusiasalyje ir kitose Europos Salyse, tokiose, kaip Italija, Malta, Pranciizija, Belgija
ir Nyderlandai. Natiiralus barjeras, toks, kaip Atlanto vandenynas, atskiriantis Siaurés ir Piety Amerikas
nuo ligos plintancios Afrikoje ir Europoje buvo neveiksmingas ir mazdaug 1971-aisiais metais virusas
persikele 1 Kuba, o aStuntojo deSimtmecio gale i Dominikos Respublika, Haitj, bei Brazilija (Penrith,
Vosloo, 2009). Afrikinio kiauliy maro protrikiai ir toliau tesési skirtingose Afrikos dalyse. 2007-aisiais
metais viruso sukeliamos ligos atvejai patvirtinti ir Sakartvele (Gruzija), Arménijoje, Ce&énijoje (Rusijos
federacija), o veliau Afrikinis kiauliy maras aptiktas ir dar keliose Rusijos regionuose (Penrith, Vosloo,
2009). Vel | Europa jvestas virusas, nuo tada i$plito jvairiose Europos ir Azijos Salyse (Wang et al.,
2020). Nuo mazdaug 2014-yjy mety virusas pradéjo plisti Ryty Europoje - pastebéti atvejai Lenkijoje
bei Baltijos Salyse, jy tarpe ir Lietuvoje. Toliau jis paplito ir centrinéje Europos dalyje, su atvejais
uzfiksuotais Cekijos Respublikoje, Rumunijoje ir Vengrijoje (Olesen et al., 2018). Pasaulio gyviiny
sveikatos organizacija (angl. World Organisation for Animal Health) yra paskelbusi apibendrintg
ataskaita apie Afrikinio kiauliy maro padétj ir jo protriikius pasaulyje tarp 2016-yjy ir 2020-yjy (iki
birzelio 18 d.) mety bei pranesa apie ligos protrikiy padidéjima. Apie 30 proc. (60/201) ataskaitas
teikianCiy Saliy ir teritorijy pranesé apie Sios ligos buvimg (OIE, 2020). Taip pat Pasaulio gyviiny
sveikatos organizacija savo Sesiy ménesiy ataskaitoje apie Afrikinio kiauliy maro situacija skirtingose
Salyse (2021-yjy mety Sausio 8 — 21 dieny situacijos ataskaita), prane$¢ apie naujus arba vis dar
besitesiancius protriikius 24-iose Pasaulio Salyse: 9-iose Europos Salyse, 12-0je Azijos ir 4-iose Afrikos
Salyse (Rusija pateikta, kaip Salys turinti naujus ar vykstancius §io viruso protrukius, tiek Azijoje, tiek

Europoje) (OIE, 2021).

11



Afrikinis kiauliy maro virusas gali buti perduodamas tiesiogiai, tai yra per kontaktg tarp
uzsikrétusiy ir sveiky, ligai imliy kiauliy ar laukiniy Serny. Viruso perdavimas per kiauliy tiesioginj
kontakta yra galimas iki 30 dieny po uZzsikrétimo (Costard et al., 2009; Penrith, Vosloo, 2009). Zmonés
taip pat atlieka svarbu vaidmenj Sio viruso platinime. Jie yra atsakingi uz kiauliy ir jy produkty gabenima,
pervezima, taip galimai iSplatinant virusg dideliais atstumais su uZzsikrétusiomis kiaulémis ar tokiy
kiauliy produktais. Galimas plitimas per uzkréstos mésos vartojima, pasarus, salycio su daiktais, jranga,
kuri yra uzterSta uzsikrétusiy, serganciy kiauliy krauju, seilémis, ekskrementais, atliekomis, kuriose gali
buti virusas, metu. Kitas biidas — ligos sukeléjo, Afrikinio kiauliy maro viruso, plitimas, perdavimas
vektoriy, vabzdziy ar erkiy pagalba. Siuo atvejy virusas imliam organizmui gali biti perduodamas kraujo,
kuriame yra $is virusas, maitinimosi metu (Penrith, Vosloo, 2009; Olesen et al., 2018). Dazniausi §io
viruso platintojai — virusa pernesancios Ornithodoros genties (Ornithodoros spp.) erkés. Nuo jo aptikimo
pradzios, buvo atlikta ir vis dar yra atlickama daugybé tyrimy ir su kitomis kraujg vartojanciy
nariuotakojy riSimis, galimy, potencialiy Afrikinio kiauliy maro vektoriy nustatymui, taciau beveik visi
rezultatai yra neigiami. Be Ornithodoros genties erkiy, vieninteliai kiti nariuotakojai, laboratoriniais
tyrimais patvirtinti ir §io viruso potencialiais vektoriais laikomi, yra Stomoxys genties atstovai (Penrith,
Vosloo, 2009; EFSA Panel on Animal Health and Welfare, 2010). Tabanidae Seimos musés, dél savo
mitybiniy jprociy, yra jvairiy virusy mechaniniai vektoriai. Jy kraujo Saltiniais, aukomis tampa jvairts
gyviinai, jy tarpe ir Suidae Seimos atstovai. Nors kol kas tyrimais néra jrodyta, taciau néra atmetama
galimybe¢, jog Tabanidae vabzdziai, maitinimosi metu pasisavinantys ypac didelius kraujo kiekius, galéty

dalyvauti perduodant Afrikinio kiauliy maro virusg (Olesen et al., 2018).

1.4. Trypanosoma genties protistai vabzdziuose

Trypanosoma yra ziuzeliniy protisty gentis, priklausanti Sarcomastigophora tipui, Kinetoplastida
biriui ir Trypanosomatidae $eimai. Seimos klasifikacija yra ypa¢ sudétinga ir vis persvarstoma
mokslininky parazitology gretose dél jvairty priezas€iy, pavyzdziui tokiy, kaip kad morfologiniy
skirtumy trikumas tarp filogenetisSkai skirtingy taksony (Magri et al., 2021; Votypka et al., 2015b).
Trypanosoma gentj sudaro daugiau nei 500 rasiy, paplitusiy visuose zemynuose. Gentyje yra
nepatogeniniy ir patogeniniy rasiy, Kurios yra jvairiy stuburiniy — pauksciy, zuvy, varliagyviy, ropliy
ir zinduoliy, taip pat ir zmoniy, parazitai (Haag et al., 1998; Spodareva et al., 2018).

Hemoparazitais yra laikomi patogenai, kurie parazituoja ir apsigyvena gyvo Seimininko,
parazituojamo organizmo kraujyje. Siy patogeny tarpe yra ir Trypanosoma genties atstovai (Stuen, 2020).

Trypanosoma protistai — hemoparazitai, kuriems dazniausiai reikia daugiau nei vieno $eimininko, kad
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galéty uzbaigti savo gyvenimo cikla. Jie pakaitomis gyvenimo ciklus praleidzia stuburiniy ir bestuburiy
organizmuose. Sie vienalaséiai jsikuria stuburiniy organizmy kraujyje, nors kai kuriais atvejais gali bati
pazeidziami ir parazituojami kiti stuburiniy Seimininky audiniai. Bestuburiuose, kurie taip pat atlieka ir
vektoriy vaidmeny, Sie patogenai tam tikra laikg praleidzia zarnyne. Vektoriais gali biiti kraujg siurbiantys
nariuotakojai, vabzdziai ar voragyviai, kurie maitinasi zinduoliy, pauksc¢iy bei kai kuriy varliagyviy ir
ropliy krauju. Taip pat Zuvims, kai kuriems varliagyviams ir ropliams Trypanosoma protistus perduoda
ir vektoriy vaidmen;j atlicka délés. Trypanosoma sp. j vektorius vabzdzius, patenka pastariesiems
maitinantis krauju i$ jau uzsikrétusiy Seimininky (Haag et al., 1998; Yahya et al., 2012; Santos et al.,
2019). Zinduoliams perne$amos trypanosomos gali biti suskirstomos j Salivaria ir Stercoraria grupes
pagal vektoriy naudojama jy perneSimo, perdavimo biida. Salivaria protistai vystosi priekinéje vabzdziy
virSkinamojo trakto dalyje ir yra perduodami kraujo siurbimo metu per vabzdzio burng. Tuo tarpu,
Stercoraria protistai vystosi uzpakalingje vabzdzio virSkinimo trakto dalyje. Vabzdys, besimaitinantis
stuburinio gyviino krauju, tuo pat metu tustinasi ir kartu su vabzdzio iSmatomis Trypanosoma genties
atstovai patenka j naujajj Seimininkg per jkandimo metu padarytg zaizdg (Haag et al., 1998; Santos et al.,
2019). Kitaip nei Salivaria grupés atstovai, didzioji dalis Stercoraria grupéje esanciy risSiy yra
nepatogeniniai protistai, nesukeliantys jokio neigiamo poveikio Seimininkams, kuriy organizme jos
jsikuria. Zinoma yra ir i§iméiy, viena jy — Stercoraria grupéje esanti patogeniné rii§is Trypanosoma cruzi
(Magri et al., 2021).

Nemazai Trypanosoma genties parazity sukelia svarbias, rimtas veterinarines, gyviny ligas, o taip
pat ir ligas turinCias poveikj ir Zmogaus sveikatai. DidZioji su Sia gentimi susijusi tyrimy dalis ir
didZiausias mokslininky démesys yra nukreiptas j dvi Trypanosoma rasis — T. brucei ir T. cruzi, kurios
sukelia ypa¢ sunkias Zmoniy ligas. Trypanosoma brucei sukelia mieglige, kitaip dar vadinama zmoniy
afrikine tripanosomoze, o Trypanosoma cruzi sukelia Chagaso (Sagaso) liga, dar vadinama Amerikine
tripanosomoze (Spodareva et al., 2018; Yahya et al., 2012). Sios risys néra endeminés Europos Zemyne,
0 atveztiniai Siy ligy atvejai diagnozuoti jvairiose Europos $alyse, tarp Zzmoniy, kurie imigravo i$ arba
buvo apsilankg Afrikoje ar Centrinéje ir Piety Amerikoje (Magri et al., 2021). Nors vidutinio klimato
regionuose sutinkamos Trypanosoma rasys dazniausiai nesukelia ypa¢ didelio parazituojamy stuburiniy
gyviiny sergamumo, mirtingumo, visgi, $iose teritorijose pasitaiko ir specifiniy rasiy, kurios sugeba
sukelti jvairias ligas (Werszko et al., 2019). Net ir nepatogeninés rasys dél tam tikry salygy sugeba sukelti
zalingg poveik] savo Seimininkams. Atlikti tyrimai parod¢, jog visame pasaulyje placiai paplites, galvijus
parazituojantis, nepatogeninis protistas Trypanosoma theileri gali buti potencialus patogenas dél tam
tikry priezasCiy nusilpusiems, stresa jauciantiems Seimininkams, parazituojamiems stuburiniams

organizmams. Tarkim, nors Trypanosoma theileri dazniausiai asocijuojama su besimptomiais
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uzsikretumais, ligy atvéjai yra uzfiksuojami gyvuliuose su nusilpusia imunine sistema. Siems gyvuliams
pasireiSkia leukocitoze, bluznies padidéjimas, anemija, krintantis svoris ir aiSkus pieno gamybos
sumazéjimas (Botero et al., 2013; Magri et al., 2021).

Tabanidae Seimos atstovai yra gerai zZinomi $ios protisty genties vektoriai, galintys pernesti
Trypanosoma risis tiek mechaniniu, tiek biologiniu pernasos biidais, atsizvelgiant j vietines sglygas ir
tam tikras aplinkybes (Baldacchino et al., 2014). Mokslininko F. Baldacchino ir kolegy 2014
publikuotame straipsnyje (Baldacchino et al., 2014) yra pateikti $esi su Tabanidac musémis asocijuojami
Trypanosoma genties ligy sukéléjai — Trypanosoma evansi, T. vivax, T. theileri, T. equiperdum, T. brucei,
T. congolense, perneSami mechaninés pernasos budu. Visgi, pasiekiamas didziulis kiekis literatiiros
Saltiniy, kuriuose minimas ir kity Trypanosoma genties protisty aptikimas jvairiuose Tabanidae Seimai
priklausanciuose ruSyse. Europos zemyne neatveztinés, nattiraliai laukiniuose ir naminiuose gyvuliuose
aptinkamos bent keturiolika skirtingy Trypanosoma rasiy (Magri et al., 2021), kurios tikétina, kad gali
biiti platinamos vabzdziy pagalba. Dideli kraujo kiekiai suvartojami pertraukto maitinimosi metu i$
uzsikrétusiy Seimininky, sudaro sglygas Trypanosoma genties atstovams patekti | Tabanidae vabzdj ir
biiti perneStiems | naujus organizmus. Tarkim skirtingos Tabanidae Seimos riiSys yra dazni, placiai
Europoje paplitusio, nedideliy patogeniskumy pasizyminéio protisto Trypanosoma theileri vektoriai
(Magri et al., 2021).

Zinios apie Trypanosoma sp. stuburiniy $eimininky ir bestuburiy vektoriy jvairove, skirtingose
buveinése, teritorijose padeda suprasti perdavimo cikly dinamikg ir prisideda prie bandymo spresti
parazituojanciy rusiy keliamas didesnes ar mazesnes problemas, tinkamos kontrolés taikymo
pasirinkimo. Atsizvelgiant | Trypanosomy patogeninj potenciala, kai Seimininkai yra veikiami tam tikry
streso faktoriy, pakankamai naudinga, svarbu nustatyti risiy buvima, geneting bukle, plitimo kelius ir
epidemiologija Europoje ir Lietuvoje. Tai svarbu atsizvelgiant ir  tai, jog del vykstan¢iy klimato ir
aplinkos poky¢iy gali didéti $iy patogeny erdvinis pasiskirstymas (Haag et al., 1998; Santos et al., 2019;
Botero et al., 2013; Magri et al., 2021).

14



2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
2.1. Vabzdziy surinkimas

Tyrimo metu analizuojami Tabanidae Seimos vabzdziai sugauti 2018 ir 2019 mety vasaros
ménesiais, SeSiose skirtingose Lietuvos teritorijose.

Vabzdziai buvo gaudomi NZI gaudyklémis, kurios buvo pastatytos keturiose vietose, apie 5-20
metry atstumu nuo kiauliy laikymo viety. Vietos buvo pasirinktos AKM uzkréstose teritorijose, kuriose
buvo nustatyti AKM uzsikréte Sernai. Pirmoji vieta buvo kiauliy fermy kompleksas Poskaiciuose,
Gaukstoniy g. 79, Nemencinés sen., Vilniaus raj. (54.891858, 25.429798 (WGS)). Aplink kompleksa
auginamos jvairios zemés ukio kultiiros, kuriose buvo stebimi Sernai. Antroji vieta buvo prie stambaus
kiauliy auginimo komplekso Sirvyduose, Lekéciy sen., Sakiy raj (55.009557, 23.458766 (WGS)). Po
masiniy AKM atvejy Azuoly Budoje, Marijampolés sav., ir netolimose teritorijose, liepos 24 d. NZI
gaudyklé buvo pastatyta Azuoly Bidos kaime netoli (apie 10-15 m atstumu) kiauliy tvarto, kurio
Seimininké buvo susijusi su prie$ tai Azuoly Bidoje buvusiu AKM zidiniu. Ketviroji vieta buvo
pasirinkta miske prie kritusio nuo AKM S$erno, kuris buvo izoliuotas tinkline tvora nuo aplinkos
(llgakiemis, Kauno apskritis, 54.76593, 23.83296 (WGS)). Tyrimas buvo suderintas su VMVT
(Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos) Skubios veiklos skyriumi. Gaudykliy medziaga buvo
surenkama kiekvieng savaite geguzés - spalio ménesiais.

Taip pat medZiaga buvo renkama dviejuose AKM zidiniuose naudojant entomologinj tinklelj —
Sviliai, Kédainiy raj. (2018 06 18), Akmenés raj., Papilés sen., Skabeikiai (2018 08 08).

Renkant vabzdzius, kurj laikg jie buvo laikomi propilenglikolyje. Surinktos musés kartu su
duomeny etiketémis, nurodan¢iomis informacijg apie individa, jo sugavimo datg ir vietg, yra laikomi 96
proc. etanolyje, kol toliau bus tgsiamas tyrimas, sugauty individy morfologiné ir molekuliné analizé

laboratorijoje.
2.2. Tabanidae seimos riisiy identifikavimo tyrimy metodika

Tabanidae Seimos vabzdziai pasiZymi morfologiniais pozymiais, kurie padeda nesunkiai atskirti
Sig Seima 1S kity Diptera buriui priklausanciy Seimy. Tai yra vidutinio ar gana didelio dydzio, dazniausiai
tamsia kiino spalva pasiZymintys vabzdZiai su ypa¢ didelémis, spalvingomis sudétinémis (facetinémis)
akimis. Sios Seimos vabzdziams yra biidingas duriamasis — siurbiamasis burnos aparatas bei aikiai
matomos, i$ trijy nareliy sudarytos antenos, su ant jy treciojo narelio pastebimais redukuotais segmenty

pédsakais. Tarp Tabanidae seimos atstovy nekintantis sparny gyslotumas yra vienas i§ Seimg identifikuoti
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padedanciy pozymiy. Vienas rySkiausiy pozymiy yra tai, jog visy Seimos atstovy sparno R4 ir RS
radialinés gyslos sudaro ,,Y* raidés formos gyslotumg (Chainey, 1993; Mullens, 2019).

Didelé pozymiy jvairové ir nepastovumas net rasiy lygmenyje gali sukelti problemy btidinant
atskirus atstovus iki rasies. Svarbu atsizvelgti ir j tai, jog Tabanidae Seimos pateliy ir patinéliy badinimas
daznai yra paremtas skirtingais raktais (Falck, 2014).

Laboratorijoje Tabanidae Seimos musés biologinio mikroskopo pagalba yra identifikuojamos iki
rusies. Vabzdziy identifikacijai pasitelkiami jvairs atpazinimo raktai, kuriais i$skiriami individai pagal
specifinius morfologinius pozymius (Chinery, 2012; Falck, 2014; Krémar et al., 2011; Chainey, 1993;
Olsufjev, 1977). Pirmiausiai suskirstyti j gentis vabzdziai toliau identifikuojami iki rasiy.

Atsizvelgiant ] identifikavimo problemas, naudojantis ne visuomet patikimais ir aiSkiais
morfologiniais pozymiais, iSorine sandara, pateikta taksonominiuose apibudinimo raktuose, gali buti
pasitelkti molekuliniai tyrimai tikslesniam, patikimesniam riSies nustatymui. Papildomi molekuliniai
tyrimai pasitelkti nustatyti Tabanidae $eimos individy risis, kuriy nebuvo galima identifikuoti remiantis

tik jy morfologija.
2.3. DNR isskyrimas

DNR isskyrimas i§ sugauty ir etilo alkoholyje laikomy Tabanidae $eimos musiy, buvo atliekamas
pasitelkiant ,,DNeasy® Blood & Tissue Kit (250)“ (QIAGEN) DNR i$skyrimo rinkinj. Viskas buvo
atliekama DNR isskyrimui paruos$toje aplinkoje, ant dezinfekuoty pavirsiy.

Méegintuveliuose su etilo alkoholiu laikomas vabzdys yra perkeliamas ant objektinio stiklelio ir
palickamas kelioms minutéms i8dzitti, kad etilo alkoholis i§garuoty. Tuomet, sterilia adatéle yra kelis
kartus praduriama ant objektinio stiklelio padéto vabzdZio pilvelio sritis ir Sis perkeliamas j 1,5ml
mégintuvelj. | mégintuvélj su muse yra jpilama 180 ul ATL buferio ir 20 ul Proteinazés K. lengvai
suplakus, méginiai jstatomi j termostate esantj rotoriy (2 pav.1) ir inkubuojami 56 °C temperatiiroje per
naktj. Praéjus inkubacijos laikotarpiui j kiekvieng méginj jpilami 200 pl AL buferio ir lengvai suplakus
inkubuojama 10 min 70 °C temperatiiroje. Toliau yra pridedami 200 pl etilo alkoholio ir gerai iSmaiSoma.
MiSinys automatine pipete 1§ meégintuvélio (mégintuvélyje paliekant tik muse) yra perpilamas |
minikolonelg ir centrifuguojamas (1 X 6000 rpm) 1 min. (2 pav. 2). Kolonélé perkeliama j naujg
mégintuvelj (senasis iSmetamas). | kolonéle yra jpilami 500 pl AW1 buferio ir centrifuguojama (1 x 6000
rpm) 1 min. Kolonélé perkeliama j nauja mégintuvelj ir jpilus 500 ul AW2 buferio centrifuguojama
maksimaliu greiciu (naudojamos centrifugos atvejy — 1 X 13400 rpm) 3 minutes. Kolonélé perkeliama j

oafelock mégintuvélius. Ant kolonéléje esancio filtro atsargiai supilama 60-200 pl (priklausomai nuo
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musés didzio) AE buferio ir palickama inkubuotis apie 1 min kambario temperatiiroje. Méginys
centrifuguojamas (1 x 6000 rpm) 1 minute. Kolonélé iSmetama, o mégintuvélis su iSskirta DNR yra

sandariai uzdaromas ir saugomas -20 °C temepratiiroje.

2 pav. DNR isskyrimui naudojamos darbo priemongs. 1.- rotorius ,,Rotator SB2* (Stuart);
2.- centrifuga ,,MiniSpin“ (Eppendorf)

2.4. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR)

2.4.1. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) Afrikinio kiauliy maro viruso DNR nustatyti

Polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) atlickamos naudojant ,,Mastercycler personal PGR
aparata (Eppendorf) (3 pav.). PGR metodu, siekiama nustatyti Afrikinio kiauliy maro viruso kapsidés
baltymo p72 koduojancio geno B646L buvima skirtingose Tabanidae $eimos raisiy musése. AKM viruso
p72 baltymo geno padauginimui naudojami pradmenys P72-F (5-GGT TGG TAT TCC TCC CGT G-
39 ir P72-R (5°-GAT TGG CAC AAG TTC GGA C-3°) (Luo et al., 2016). Galutinis produktas —
mazdaug 330bp ilgio seka.
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3 pav. "Mastercycler personal” PGR aparatas

Pirmiausia yra paruo$iamas PGR reakcijos miSinys. Vieno méginio reakcijos misinio tiiris yra 23
ul. Si miinj sudaro 8,5 ul ddH20, 1 ul pradmens P72-F, 1 ul pradmens P72-R ir 12,5 pl PGR misinys
,DreamTaq PCR Master Mix (2X)“ (Thermo Fisher Scientific) (i $Sio miSinio sudéti jeina DreamTaq
DNA Polimerazé, 2X DreamTaq buferis, ANTPs, 4Mm MgCl> ). Visi PGR reagentai yra atitirpdinami
iki kambario temperattiros ir supilstomi j 1,5ml tiirio mégintuvélj.

Darbo metu pagal tai, kokj skai¢iy DNR méginiy norima amplifikuoti, yra sunumeruojami 0,2 ml
meégintuveliai (kontroliy Zyméjimas: K- Zymimas mégintuvelis su neigiama kontrole; K+ meégintuvélis
su teigiama kontrole). ] 0,2 ml suzymétus mégintuvélius supilstoma po 23 pl PGR reakcijos miSinio. |
kiekvieng mégintuvéelj pridedami 2 pl tiriamos DNR. Kaip teigiama kontrolé j kontrolinj mégintuvélj
supilami 2 pl jau patikrintos ir teigiamg PGR rezultatg davusios DNR, 0 kaip neigiama kontrolé j
meégintuvelj jpilami 2 pl vandens. Galutinis kiekvieno méginio tiris yra 25 pl.

Polimerazinés grandinés reakcijos programa yra parodyta 2-oje lenteléje (2 lentelé).
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2 lentelé. Atliekama PGR programa AKM viruso DNR padauginimui

Temperatiira (°C) Ciklo trukmé (min.) Ciklo kartojimo skaicius
95 5 -
95 0,5
55 0,5 39
72 0,5
72 10 -

Po PGR mégintuvéliai saugomi 4°C temperatiiroje.

2.4.2. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) Trypanosoma sp. DNR nustatymui

Trypanosoma genties protisty buvimui Tabanidae Seimai priklausanciose musése nustatyti yra
atliekamas ,,lizdiné¢** PGR. PGR metu yra amplifikuojama Trypanosoma sp. budinga 18S mazo
subvieneto ribosoming RNR koduojanc¢io geno fragmentai (18S SSU rRNR ). Atliekamos dvi PGR
reakcijos, kuriy rezultatas — mazdaug 770 bp ilgio fragmentas (Valkitinas et al., 2011).

Pirmajai PGR reakcijai naudojami pradmenys Tryp763 (5°- CAT ATG CTT GTT TCA AGG AC-
39)ir Tryp1016 (5°- CCC CAT AAT CTC CAA TGG AC- 3°). Antrajai polimerazés grandininei reakcijai
naudojami pradmenys Tryp99 (5¢- TCA ATC AGA CGT AAT CTG CC- 3°) ir Tryp957 (5°- CTG CTC
CTT TGT TAT CCC AT- 3°) (Valkitnas et al., 2011).

AtsildZius visus reikiamus reagentus 1,5ml tirio mégintuvélyje yra paruosiamas galutinis PGR
reakcijos miSinys pirmajai polimerazés grandininei reakcijai. Kiekvienam meéginiui sudaromas 23 pl
PGR misinys, kurj sudaro 8,5 ul ddH20, 1 pl pradmens Tryp763, 1 pl Tryp1016, ir 12,5 pl polimerazinés
grandininés reakcijos misinio ,,DreamTaq PCR Master Mix (2X)* (Thermo Fisher Scientific).

I paruostus 0,2 ml meégintuvélius supilstoma po 23 pl paruoSto PGR reakcijos miSinio. |
meégintuvelius pridedami 2 pl tiriamos DNR. Kaip teigiama kontrolé ;] mégintuvél] supilama jau
patikrinta DNR, kurioje yra Trypanosoma sp. DNR, o kaip neigiama kontrolé — jpilami 2 pl vandens.
Galutinis kiekvieno reakcijos méginio turis yra 25 pl.

Paruosti mégintuveliai yra sustatomi amplifikaroriuje, kur paleidZziama pirmoji PGR programa

Trypanoma sp. 18S SSU rRNR padauginimui (3 lentelé).
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3 lentelé. Pirmoji Trypanosoma sp. DNR amplifikacijos PGR programa

Temperatiira (°C) Ciklo trukmé (min.) Ciklo kartojimo skaicius

95 5 -

95 1

45 0,5 5

65 1

95 1

50 0,5 35

72 1

65 10 -

Po pirmosios PGR reakcijos 1,5ml tiirio mégintuvélyje paruoSiamas naujas PGR reakcijos miSinys.

Nauja PGR reakcijos misinj sudaro 8,5 pul ddH20, 1 pl pradmens Tryp99, 1 pl pradmens Tryp957 ir 12,5
pl PGR misinio ,,DreamTaq PCR Master Mix (2X)* (Thermo Fisher Scientific).

I naujus paruostus ir sunumeruotus 0,2 ml mégintuvélius yra supilama po 23 pl PGR miSinio.

Toliau ] mégintuvélius yra jpilami po 2 ul i§ pirmoje polimerazés grandininéje reakcijoje dalyvavusiy

méginiy mégintuvéliy. Galutinis reakcijos méginio tiiris — 25 pl.

Antrajai reakcijai paruoSti meégintuveliai yra nuneSami ir jstatomi j PGR aparata, kur yra

paleidziama antroji polimerazés grandininés reakcijos programa Trypanosoma DNR amplifikacijai (4

lentelé).
4 lentelé. Antroji Trypanosoma sp. DNR amplifikacijos PGR programa
Temperatiira (°C) Ciklo trukmé (min.) Ciklo kartojimo skaicius

96 3 -

96 0,5

58 1 25

72 0,5

72 7 -

Po PGR, méginiai laikomi 4°C temperatiiroje.
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2.4.3. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) vabzdziy identifikavimo patvirtinimui

Kai kuriy vabzdziy identifikavimui buvo pasitelkta polimeraziné grandininé reakcija (PGR).
Taikant §j metoda, buvo naudojami mitochondrinés DNR citochromo ¢ oksidazés I (COI) geno fragmentg
amplifikuojantys pradmenys — LCO1490 (5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) ir
HX02198 (5>-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3") (Folmer et al., 1994). PGR rezultatas —
710 bp ilgio seka.

PGR reakcijai paruosti 25 pl méginiai, kuriy tiirj sudaro 9,5 ul ddH2O, po 1 ul kiekvieno pradmens
(LCO1490 ir HX02198), 12,5 pl PGR misinio ,,.DreamTaq PCR Master Mix (2X)“ (Thermo Fisher
Scientific) ir 1 pl tiriamos DNR.

Paruosti PGR reakcijos méginiai sustatyti amplifikatoriuje, kur paleidZziama polimerazinés

grandings reakcijos programa (5 lentel¢).

5 lentelé. PGR metu COI geno fragmento pagausinimui naudota programa (Bernotiené, 2010)

Temperatiira (°C) Ciklo trukmé (min.) Ciklo kartojimo skaicius
94 10 -
94 0,5
49 30 35
72 2
72 10 -

Po polimerazinés grandininés reakcijos, mégintuvéliai laitkomi 4°C temperatiiroje.

2.5. Gelio elektroforezé

DNR fragmenty ilgio arba jy buvimo nustatymui yra pasitelkiamas elektroforezés metodas. Siam
metodui yra naudojamas elektroforezés aparatas su dviem buferiniy tirpaly rezervuarais, kuriuose yra
skirtingy kraviy elektrodai (4 pav. 1). Elektroforezés rezultatai stebimi pasitelkus ,,UVITEC Cambridge*

kompiutering gelio dokumentavimo sistemg (CCD kamera, vaizdo gavimo elektronikg ir programiné

jranga) (4 pav. 2).
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4 pav. Gelio elektroforezés metodo metu naudojama aparatiira. 1. — Elektroforezés aparatas; 2. —
,UVITEC Cambridge* kompiuteriné gelio dokumentavimo sistema (CCD kamera, vaizdo gavimo
elektronika ir programiné jranga)

2.5.1. Agarozés gelio ruoSimas

Laikantis agarozés paruos$imo protokolo pagaminamas 100ml agarozés gelio. Kolboje yra
sumaisomi 90ml distiliuoto vandens ir 10ml TBE buferio. | kolbg su 100ml tirpalu toliau yra beriami 1,5
g agarozes milteliai ir §i yra Sildoma mikrobangy krosneléje, kol agarozés milteliai visiskai iStirpsta.
Tirpalas yra atvésinamas iki kambario temperatiiros ir j ji yra jlasSinami 4 lasai etidzio bromido. Paruostas
elektroforezés gelis yra supilamas j elektroforezés gelio gamybai skirta formele su j ja istatytomis

Sakutémis, meéginio uzneSimo Sulinéliy sudarymui ir paliekamas sustingti mazdaug 30 minuciy.

2.5.2. Elektroforezé

Geliui sustingus yra pradedami ruosti DNR méginiai elektroforezei. PGR metu amplifikuota DNR
yra sumaiSoma su ,,MassRuler DNR Loading Dye (6X)*“ dazais (5ul DNR méginio sumaiSoma su 1ul
DNR dazo).

ISémus Sakutes, sustinggs agarozés gelis yra jdedamas | elektroforezés aparata, pripildyta TBE
elektroforezés tirpalo (90ml vandens x 10ml TBE buferio). | gelyje méginiy uzneSimui suformuotus

Sulinélius yra jleidziami 6 ul FastRuler molekulinio ilgio Zymens (,,FastRuler Low Range DNR Ladder*
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lintuot¢), elektroforezei paruosti DNR méginiai ir kontrolés. Suleidus visus méginius yra uzdaromas ir
jjungiamas elektroforezés aparatas, kuriuo elektros srové per geli su méginiais yra leidziama mazdaug

15 minuciy.

2.5.3. Elektroforezés rezultaty gavimas

Po elektroforezés rezultatai yra stebimi pasitelkus kompiutering gelio dokumentavimo sistema.
Pasibaigus elektroforezei gelis yra perneSamas ] CCD ultravioletiné vaizdy kamera, kuri yra susietg su
programing jrangg kompiuteryje. Kompiuteryje jjungiamg UVITEC ,,FireReader programa. Nuspaudus
»Start Preview™ funkcijg kompiuteryje, kol aparatas yra atidarytas, ekrane yra matomas jdétas agarozés
gelis. Isitikinama, jog gelis yra lygiai jdétas, pataisoma, kad Sulin¢liai biity matomi vaizdo virSuje,
kamera yra uzdaroma ir i§jungiama perziiira su ,,Stop Preview* funkcija. Nuspaudus UV mygtuka,
jjungiama funkcija ,,Auto Exposure®, pasibaigus reguliavimui i§jungiamas UV, o ekrane yra matomi

rezultatai.

2.6. Seky analize

Teigiamy DNR méginiy sekoskaitos rezultatai, nukleotidy sekos, sulyginamos naudojant ,,Bioedit*
seky sulyginimo programos 7.2.5 versija (Hall, 1999). DNR sekos palyginamos su homologinémis,
ankséiau publikuotomis sekomis, saugomomis Nacionalinio biotechnologijy informacijos centro (angl.
National Center for Biotechnology Information, NCBI) geny banko (GenBank) duomeny bazeje,
naudojantis BLAST (angl. Basic local aligment search tool) programa. Po daugybinio seky sulyginimo
,Bioedit“ programoje, sekos rankiniy biidy sutrumpintos, kad prasidéty ir baigtysi tokiose paciose
nukleotidy pozicijose, buty vienodo ilgio.

Tolimesnei sutvarkyty seky filogenetinei analizei buvo naudojama MEGA X programa (Kumar et
al., 2018), kurioje pasirinkus tinkamiausig metodg ir parametry modelj, sudarytas filogenetinis medis,

kurio pagalba yra nustatomi filogenetiniai rysiai.

2.7. Statistiné analizé

Atlikta statistiné analizé, kurios metu naudojant programos PSPP 1.2.0 versija, buvo atlickamas
Chi-kvadrato ar FiSerio tikslusis testas (nedideléms imtims), kokybiniy pozymiy ryS$iui ir gauty rezultaty
patikimumui nustatyti. Duomenys buvo laikomi patikimais, statistiSkai reik§mingais, kai p<0.05 ir

statistiSkai nereikSmingais kai p>0.05.
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3. REZULTATAI IR JU ANALIZE
3.1. Tabanidae seimai priklausanciy rasiy morfologinis identifikavimas

Tyrimo metu buvo analizuojami 112 vabzdziy, priklausan¢iy Tabanidae Seimai. Vabzdziai iki jy
analizés buvo laikomi 96 % etanolyje, kas sukélé tam tikry nepatogumy jy badinimo metu. Norint geriau
pamatyti kai kuriuos skiriamuosius pozymius, i§ mégintuvéliy iSimti vabzdziai kuriam laikui turéjo biiti
palikti pradzitti. Septyniy tyrime analizuojamy Tabanidae Seimos atstovy identifikacijai prireiké
pasitelkti molekulinius tyrimo metodus, nes morfologinés analizés bidu nebuvo jmanoma prieiti prie
patikimo morfologiniy pozymiy identifikavimo, tikslaus rusies nustatymo. Visgi, likusi, didzioji tyrime
nagrin¢jamy musiy dalis buvo identifikuota morfologiniy pozymiy pagalba, pasitelkus metodikoje
pateiktus raktus. Visos sugautos ir Siame darbe analizuojamos Tabanidae musés buvo patelés, biidinamos
pagal atitinkamus $iai lyc¢iai identifikavimo raktus.

Surinkti vabzdZiai buvo nesunkiai atrinkti ir priskirti Tabanidae Seimai, pagal Siai Seimai biidingus
bruozus. Sudétingesnis etapas buvo vabzdziy diagnostika genties lygmenyje. Chrysops ir Haematopota
genties atstovai pasizyméjo specifiniais, unikaliais pozymiais, pilveliy ar sparny spalvomis ir rastais,
kurie buvo lengvai pastebimi tarp i§ mégintuvéliy iSimty Siy gen¢iy musiy. Sunkumy kilo identifikuojant
Hybomitra ir Tababus genc¢iy muses, ypac¢ dél iy musiy laikymo btido. Hybomitra ir Tabanus yra gausios
ris$imis gentys jungiancios daugiau kaip 150 (Hybomitra) ir daugiau nei 1050 (Tabanus) rasiy, o
varijuojantys morfologiniai rii§iy pozymiai, sukelia problemy siekiant tiksliai identifikuoti riisis. Siy
dviejy genciy musés i§ pirmo zvilgsnio turi daugybe panaSumy, dé¢l kuriy gali biiti sunkiai atskiriamos.
Tai paaiskina ir tai jog iki 1922 mety Hybomitra genties atstovai buvo priskiriami Tabanus genciai
(Falck, 2014). Vienas pagrindiniy skiriamyjy pozymiy, padedanciy atskirti Sias dvi gentis vieng nuo kitos
— vabzdzio virSugalvyje matomas blizgus gumbas. Visi Hybomitra genties atstovai turi §j gumbg savo
virSugalvyje, tuo tarpu Tabanus genties vabzdziams $is iskilimas néra buidingas (Kré¢mar et al., 2011;
Falck, 2014). Visgi, Slapiuose preparatuose Sie poZymiai buvo sunkiai pastebimi, nes Slapiuose
individuose dauguma pavirSiy yra blizgiis (5 pav. 1, 2), tad tik kelias paras palikus Siuos vabzdZius
pradzitti buvo jmanoma aiSkiai matyti skiriamajj gen¢iy pozym] ir priskirti jj vienai ar kitai genciai (5

pav. 3, 4).
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5 pav. Hybomitra ir Tabanus genéiy identifikacinio, i§skiriamojo bruozo — gumbo pakausyje,
buvimas/nebuvimas, §lapiuose ir sausuose preparatuose. Slapias preparatas: 1- Tabanus maculicornis,
2- Hybomitra nitridifrons; Sausas preparatas: ; 3- Tabanus bromius, 4- Hybomitra lapponica. Raudona

rodyklé nukreipta j i§skyriamajj pozymj ant musés virSugalvio. (20x padidinimas)

Slapiy preparaty identifikavimas sukelia problemy ir siekiant identifikuoti atskiras riisis. Slapiuose
Hybomitra genties atstovuose yra sunkiai matomas kaktos ilgio ir plo¢io santykis, kuris yra svarbus
biidinimo raktuose apraSomas pozymis, leidziantis toliau eiti raktu ir teisingai identifikuoti skirtingas
rusis.

Visy Tabanidae Seimos vabzdziy biidinimas riiSies lygmenyje dél nepastoviy identifikavimo
pozymiy ir tam tikry mechaniniy pazeidimy taip pat iSkélé sunkumy morfologinei analizei. Haematopota
genciai priklausanciy vabzdziy biidinimui svarbus poZymis — anteny nareliy spalva ir forma, kai kuriuose
tyrime analizuojamuose individuose buvo nematomas dél nuliizusiy anteny. Taip pat ir toks poZymis,
kaip rudos démés ant vabzdZzio pilvelio, yra nepatikimas, galintis kisti tarp atskiry tos pacios riiSies

individy.
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3.2. Tabanidae seimos rusiy analizé

Remiantis morfologinés identifikacijos ir molekuliniy metody pagalba identifikuotos 14 Tabanidae
Seimos rasiy, priklausanciy keturioms gentims: Chrysops, Haematopota, Hybomitra ir Tabanus. Visi
vabzdziai buvo sugauti 6 skirtingose Lietuvos vietose — AZzuoly Budoje, Ilgakiemyje, Papiléje,
Poskaiciuose, Sirvyduose ir Sviliuose. Identifikuoty vabzdziy pasiskirstymas, sugavimo teritorijose yra

pateiktas 6 lenteléje.

6 lentelé. Tyrimo metu analizuojamy skirtingy Tabanidae Seimos riiSiy atstovy pasiskirstymas, pagal jy

surinkimo vietove skirtingose Lietuvos teritorijose

Vietové Rusies
Tabanidae rasis atstovy
skaicius
AZuoly Biida | llgakiemis | Poskaiciai Sirvydai Papilé Sviliai
Chrysops
. - - - 1 - - 1
caecutiens
Chrysops italicus 1 - - - - - 1
Chrysops relictus 1 - - 2 - - 3
Haematopota ) i 1 i i i 1
crassicornis
Haematopota 1 : 3 11 1 1 17
pluvialis
Haematopota 3 i 2 9 i i 14
subcylindrica
Hybomitra
bimaculata ) 2 ! i i i 3
Hybomitra ) i 1 i i i 1
distinquenda
Hybomitra ) 1 i i i i 1
lapponica
Hybomitra lurida - - - - - 1 1
Hybomitra ) 1 i i i i 1
muelhfeldi
Hybomitra
nitidifrons ) 18 i i i i 18
Tabanus bromius 2 3 - 17 - - 22
Taban_us _ ) 26 i 2 i i 28
maculicornis
Individy kiekis 8 51 8 42 1 2 112
vietovese:

Didziausia riisiné jvairové tarp tyrime analizuojamy Tabanidae musiy nustatyta Hybomitra gentyje,
maziausia — Tabanus gentyje. IS 14 tyrimo metu identifikuoty rasiy, 6 priklausé Hybomitra genciai

(Hybomitra bimaculata, H. distinquenda, H. lapponica, H. lurida, H. muelhfeldi, H. nitidifrons), 3 rasys

26



priklausé Chrysops genéiai (Chrysops caecutiens, C. italicus, C. relictus), 3 riuSys — Haematopota genciai
(Haematopota crassicornis, H. pluvialis, H. subcylindrica) ir 2 rtsys — Tabanus genciai (Tabanus
maculicornis, T. bromius).

Individy gausumas genties lygmenyje néra tolygus. Tarp 112 sugauty Tabanidae vabzdziy,
dominuoja Tabanus genties atstovai (50 individy), po kuriy scka Haematopota genties (32 individai) ir
Hybomitra genties atstovai (25 individai), o maziausig tyrime analizuojamy individy dalj sudaro
Chrysops genties atstovai (5 individai).

Tyrimo metu nagrinéty 14 Tabanidae Seimos riiSiy tarpe gausiausiai pasitaikiusi riisis buvo
Tabanus maculicornis, kurioje nustatyti 28 nagriné¢jami individai. Antroji pagal atstovy gausumg
nustatyta rsis yra Tabanus bromius, kurioje buvo tirti 22 $ios riisies atstovai. Sios 2 riisys sudaré 44,64
proc. (50/112) visy tirty Tabanidae Seimos vabzdziy. Nustatyta 18 musiy priklausanéiy Hybomitra
nitidifrons rasiai, 17 Haematopota pluvialis ir 14 Haematopota subcylindrica rasims. Taip pat
identifikuota po 3 atstovus priklausan¢ius Chrysops relictus ir Hybomitra bimaculata raisims. Visoms
kitoms identifikuotoms Tabanidae Seimos riiSims priklauso tik po viena individa.

Pagal 6 lentel¢je (6 lentelé¢) pateiktus duomenis, matoma, jog skirtingose vietovése sugauty
vabzdziy skaiCius ir rasiné jvairové skiriasi. Dél Sio pasiskirstymo pirmiausiai svarbu atsizvelgti ir j tali,
jog 4-iose teritorijose (Azuoly Buda, Ilgakiemis, Poskaiciai, Sirvydai) vabzdziai buvo gaudomi ir
surenkami NZI gaudyklémis visg sezong (geguZzés - spalio ménesiais), tuo tarpu kituose 2-uose AKM
protrukiy zidiniuose (Papilé ir Sviliai) Tabanidae Seimai priklausancios riiSys buvo pagautos vienkartinio
gaudymo metu pasitelkus entomologinj tinklelj. Vienkartinio gaudymo metu yra sugauti kur kas mazesni
vabzdziy skaiciai. Dél mazo pagauty individy skaiciaus Papil¢je (1) ir Sviliuose (2), Siose teritorijose
matoma ir nedidelé r@iSiné jvairove. Tuo tarpu, kitose teritorijose, su pastatytomis gaudyklémis
atitinkamai pastebimas ir kur kas didesnis vabzdziy skaicius, ir rusiné jvairové. llgakiemis ir Sirvydali,
kuriuose buvo sugauti didziausi tyrime analizuojamy Tabanidae Seimos musiy kiekiai, pasizymi ir
didziausia rtsine jvairove, kurig sudaro 6 skirtingos §ios Seimos rasys kiekvienoje i$ teritorijy. Galimai
didesne jvairove léme ir pastatyty gaudykliy vietos, pavyzdziui tai, kad Ilgakiemyje gaudyklé¢ buvo
pastatyta miSke. Ilgakiemyje tarp visg tyrimo laikotarpj pagauty 51-0s Tabanidae musiy, dominavo
Tabanus maculicornis (26 individai) ir Hybomitra nitidifrons (18 individai) raSys. Antroje pagal tyrimo
metu surinkty nagrinéjamos $eimos atstovy gausuma vietoje — Sirvyduose, kur buvo pagauti 42 individai,
gausiausiai aptinkamos buvo Haematopota pluvialis (11 individy), Haematopota subcylindrica (9
individai) ir Tabanus bromius (17 individy). Likusios §io tyrimo metu analizuojamy Tabanidae §eimos
vabzdziy pagavimo vietos pasiZzymi kur kas maZesniais sugauty individy kiekiais. Tiek Azuoly Bidoje,

tiek Poskaiciuose buvo sugauta po 8 Siai Seimai priklausancias muses. Kiekvienoje is teritorijy vabzdzius
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pavyko identifikuoti ir priskirti 5 skirtingoms rasims. PoSkai¢iuose Vviso sezono metu sugautos skirtingos
rasys priklausé 2 gentims (Haematopota ir Hybomitra), tuo tarpu Azuoly Budoje identifikuotos 5
skirtingos raisys, priklausancios 3 gentims (Chrysops, Haematopota, Hybomitra).

3.3. Afrikinio kiauliy maro viruso DNR Tabanidae Seimos vabzdZziuose analizé

Viruso buvimui Tabanidae Seimos vabzdziuose nustatyti buvo tikrinami 77 méginiai su i§ Sios
Seimos vabzdziy i$skirta DNR. Visi tikrinami $ios Seimos atstovai priklausé vienai i$§ 14 pries tai tyrime
identifikuoty rasiy. Darbe pateikta viena i§ gelio elektroforezés rezultaty nuotrauky (6 pav.) parodo $io

Afrikinio kiauliy maro viruso buvima/nebuvimg analizuotuose vabzdziuose.

1500 bp
850 bp

400 bp

200 bp

50 bp

6 pav. DNR elektroforezés 1,5% agaroziniame gelyje vaizdas, rodantis AKM viruso PGR rezultatus.
Pirmajame (Kair¢je) takelyje — DNR ilgio zymenys. K- takelyje — neigiama kontrol¢, K+ — teigiama
kontrolé, 210 méginys (326 bp). 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500 — tirty DNR méginiy numeriai

[$analizavus 77 DNR méginius, elektroforezés rezultatai parodé, jog nebuvo aptiktas né vienas
teigiamas Afrikinio kiauliy maro viruso méginys. AKM buvimui nustatyti pasirinkti vabzdziai buvo
surinkti i3 6 teritorijy. Zemiau esanéiame grafike (7 pav.) yra pateikta informacija apie tai, kiek ir i§ kokiy

teritorijy surinkty Tabanidae Seimos vabzdZziy buvo panaudota Sioje tyrimo dalyje.
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AZ. Buda llgakiemis Papilé Poskaiciai Sirvydai Sviliai
Vieta

7 pav. Vabzdziy, kuriuose buvo tikrinamas Afrikinio kiauliy maro buvimas, skaicius skirtingose
Lietuvos vietovése. Juoda spalva nuspalvinti vietoviy stulpeliai, pazymi AKM zidinius, kuriuose
vabzdziai buvo gaudomi vienkartinio gaudymo meto. Pilka spalva nuspalvinti stulpeliai parodo
vietoves, kuriose vabzdziai buvo gaudomi NZI gaudyklémis geguzés — spalio ménesiais

Dé¢l Siose teritorijose ank$¢iau nustatyty AKM uzsikrétimy, Cia sutinkami kraujasiurbiai vabzdziai
savo organizmuose gali turéti Afrikinj kiauliy maro virusg ir biiti jo nesiotojai, platintojai. Tyrimo metu
siekta iSsiaiskinti, ar Tabanidae musés pagautos Siose teritorijose taip pat galéjo turéti AKM virusg ir
prisidéti prie jo platinimo. Visgi, né viena i$ tyrime analizuojamy Tabanidae Seimai priklausanciy rasiy

savo organizme neturéjo Afrikinio kiauliy maro viruso.

3.4. Trypanosoma sp. DNR Tabanidae Seimos vabzdziuose analizé

Darbo metu atlikta 101 DNR méginio, i§skirto i§ Tabanidae Seimai priklausanc¢iy vabzdziy, analizé,
nustatyti, ar skirtingose Lietuvos teritorijose sugautos tam tikros Tabanidae S$eimos raiSys Savo
organizmuose turi ir gali pernesti Trypanosoma sp. protistus. Gelio elektroforezés rezultaty nuotraukos

parodé Trypanosoma sp. ligy sukéléjy buvimg ir nebuvimg Tabanidae vabzdziuose (8 pav.).
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8 pav. DNR elektroforezés 1,5% agaroziniame gelyje vaizdas, rodantis Trypanosoma sp. PGR
rezultatus. Pirmajame (Kairéje) takelyje — DNR ilgio Zymenys. K- takelyje — neigiama kontrolé, K+ —
teigiama kontrolé. 413, 414, 415, 416, 417, 418 — tirty DNR méginiy numeriai. 413, 415, 416, 417, 418
takeliai- nustatyti teigiami Trypanosoma sp. tyrimy méginiai (~770bp ). 414 — neigiami Trypanosoma
sp. tyrimy méginiai

Istyrus 101 DNR méginj, buvo nustatytas 51 teigiamas Trypanosoma sp. DNR turintis méginys.
Trypanosoma genties ligy sukéléjy aptikimo Tabanidae Seimos vabzdziuose PGR rezultatai rodo, kad
pusé (50,50 proc.) tyrimo metu analizuoty vabzdziy turéjo Siuos ligy sukéléjus savo organizmuose.
Zemiau pateiktoje lenteléje (7 lentelé) yra nurodoma informacija apie skirtogose Lietuvos vietose

sugautuss Tabanidae §eimos riisiy atstovus, Kuriuose buvo aptiktas $is patogenas.

7 lentelé. Duomenys apie skirtingose teritorijose surinkty Tabanidae §eimos raisiy atstovus, kuriuose
buvo aptikti Trypanosoma sp. protistai

Vieta Rasis Teigiamy méginiy skaiius (iStirtas
méginiy skaicius)
AZuoly Buda Chrysops italicus 0(1)
Chrysops relictus 0(1)
Haematopota pluvialis 0(1)
Haematopota subcylindrica 1(3)
Tabanus bromius 0(2)
Visos: 1(8)
llgakiemis Hybomitra bimaculata 2(2)
Hybomitra lapponica 1(1)
Hybomitra muelhfeldi 1(1)
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Hybomitra nitidifrons 14 (18)
Tabanus bromius 33

Tabanus maculicornis 22 (26)

Visos: 43 (51)
Poskaiciai Haematopota crassicornis 0(1)
Haematopota pluvialis 23
Haematopota subcylindrica 0(2)
Hybomitra bimaculata 0(1)
Hybomitra distinquenda 1(2)
Visos: 3(8)
Sirvydai Chrysops caecutiens 0(1)
Chrysops relictus 0(2)
Haematopota pluvialis 0(11)
Haematopota subcylindrica 0(9)
Tabanus bromius 3(8)
Visos: 3(31)
Papilé Haematopota pluvialis 0(1)
(AKM zidinys) Visos: 0(1)
Sviliai Haematopota pluvialis 0(1)
(AKM zidinys) Hybomitra lurida 1(1)
Visos: 1(2)

Bendras visy raisiy atstovy skaiéius visose vietovése: 51 (101)

Lenteléje (7 lentelé) yra pateiktos 6 vietos, kuriose buvo sugauti Tabanidae Seimos vabzdziai.
Teigiami atvejai pasitaiké vabzdziuose surinktuose penkiose i$ Sesiy teritorijy. Svarbu atkreipti démes;j j
tai, jog dviejose i§ vietoviy (Papilé ir Sviliai) vabzdZziai buvo surinkti AKM Zidiniuose, vienkartiniy
gaudymy metu, tad §iy pagauty vabzdziy uzsikrétimas/neuzsikrétimas Trypanosoma sp. atspindi situacija
tik tuo gaudymo laiko metu. Papiléje sugautame individe (1 individas) nebuvo nustatytas tiriamo protisto
buvimas. Sviliuose i$ sugauty dviejy Tabanidae atstovy, viename buvo nustatyta Trypanosoma sp. DNR.
Kitose keturiose Lietuvos vietovése rinkti ir analizuojami vabzdziai buvo sugauti pastatyty gaudykliy
pagalba. Didziausias Tabanidae musiy kiekis, kuriy DNR méginiuose buvo aptiktas Trypanosoma sp.
protistas, buvo nustatytas llgakiemyje. I$ Sioje vietoje surinkty ir analizuojamy vabzdziy, 84,31 proc.
(43/51) buvo nustatytas ligy sukéléjo buvimas. Poskaiciuoe sugauty vabzdziy tarpe uzsikréte vabzdziai
sudaré 37,50 proc. (3/8), Azuoly Budoje — 12,50 proc. (1/8). Teigiamy méginiy skaiCius, patvirtinantis

Trypanosoma sp. buvimg Sirvyduose sugautuose vabzdziuose, sudaré 9,68 proc. (3/31).
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Vabzdziy rusiné jvairové ir uzsikrétimo daznis iSsiskiria priklausomai nuo teritorijos, kurioje jie
buvo pagauti. Didziausias skirtingy rusiy uzsikrétimo daznis buvo Ilgakiemyje (6/6; 100 proc.). Visose
SeSiose Sioje teritorijoje pagautose riiSyse pasitaiké uzsikrétusiy individy. Kiek mazesné uzsikrétusiy
vabzdziy rasiné jvairové pastebima Poskai¢iuose (2/5; 40 proc.). Azuoly Budoje, kur sugauti vabzdziai
priklausé 5 skirtingoms rasims, tik vienos rasies, Haematopota subcylindrica, atstovai savo organizme
turéjo Trypanosoma protistg (1/5; 20 proc.). Toks pats désningumas pastebimas ir Sirvyduose sugauty
vabzdziy tarpe, kur visi uzsikréte vabzdziai priklausé tik 1-ai riiSiai — Tabanus bromius (1/5; 20 proc.).
Svilivose pagauty musiy tarpe viena i§ dviejy analizuojamy rusiy, turéjo patogeng. Papiléje sugauta

vienintelé rasis kurios organizme nebuvo aptikta Trypanosoma sp. DNR.
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Rasis

9 pav. Tyrimo mety gauty teigiamy méginiy pasiskirstymas riiSyse. Skirtingos spalvos nurodo teigiamy

ir neigiamy méginiy pasiskirstyma tirtuose individuose

Desimtyje i§ 14 tyrime analizuojamy Tabanidae Seimos rasiy buvo aptikti Trypanosoma protistai
(9 pav.). Didziausias teigiamy méginiy skaiCius buvo DNR méginiuose iSskirtuose i§ Tabanus
maculicornis rasies atstovy. IS 26 analizuoty Sios rusies atstovy, net 22-iuose (84,62 proc.) buvo aptiktas
protistas. Istyrus 18 Hybomitra nitidifrons rasies individy, 12 18 jy (66,66 proc.) buvo rasta Trypanosoma
sp. DNR.. I§ trijy tiriamy Hybomitra bimaculata rasies vabzdziy, 2-iose (66,66 proc.) rastas

Trypanosoma patogenas, tuo tarpu i§ 13 Tabanus bromius vabzdziy uzsikrétusios buvo 5 musés (38,46
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proc.). Du teigiami méginiai nustatyti 17-0s Haematopota pluvialis musiy tarpe (11,76 proc.).
Haematopota subcylindrica rasyje, i§ istirty 14 raiSies atstovy, tik viename (7,14 proc.) buvo aptiktas
analizuojamas patogenas. Keturiose rasyse (Hybomitra distinquenda, Hybomitra lapponica, Hybomitra
lurida ir Hybomitra muelhfeldi), kuriy buvo istirta tik po vieng individg, visi méginiai buvo teigiami,
parodantys protisty buvimg. Taip pat 4-iose tyrime analizuojamose riiSyse - Chrysops caecutiens,
Chrysops italicus, Chrysops relictus ir Haematopota crassicornis nebuvo nustatytas né vienas individas,
kuriame bty aptiktas Trypanosoma genties protistas. Atsizvelgus j analizuojamg gana maza $iy risiy
imtj (9 pav.), negalima padaryti iSvados, jog $iy rasiy, kuriose nebuvo aptiktas protistas, vabzdziai néra
Trypanosoma spp. vektoriai, nedalyvaujantys $iy ligy sukéléjy perneSime. Tai parodo ir atlikta analizé.
Gauty rezultaty patikimumui nustatyti buvo atlikta statistiné analizé, kuri parodé, jog tik Tabanus
maculicornis, Tabanus bromius, Hybomitra nitidifrons, Haematopota pluvialis ir Haematopota

subcylindrica riisiy rezultatai buvo statistiskai reikSmingi (p<0.05), patikimi.

3.5. Trypanosoma sp. DNR seky filogenetin¢ analizé

Darbo metu gautas 51 teigiamas PGR méginys, kuriuose buvo rasta Trypanosoma sp. DNR. Sie
méginiai buvo nusiysti sekvenavimui. IS 51 sekvenuotos sekos buvo atrinkta 30 seky tolimesnei
filogenetinei analizei. Gautos mazdaug 770 bp nusekvenuotos 18S SSU rRNR sekos pirmiausia buvo
palygintos tarpusavyje ir tuomet su Geny banke esan¢iomis sekomis. Galutinis sutvarkyty ir tyrime
analizuojamy seky fragmenty ilgis buvo 748 nukleotidai. Zemiau esandioje 8 lenteléje yra pateikta
informacija apie sekas, atsisiystas i§ Geny banko, kurios buvo naudojamos palyginimui ir tolimesnei
analizei. Sekos parinktos naudojantis NCBI BLAST programa.

8 lentelé. Duomenys apie Geny banke pateiktas sekas, kurios kartu su §io tyrimo metu i$skirtomis
sekomis, buvo naudojamos filogenetinio medzio kiirimui

Trypanosoma | GenBank Seimininkas Kilmeés $alis | Saltinis (nuoroda)
rasis prieigos numeris
. Paprastasis kovas 5 . Maslov et al.,

T. avium 33578 Corvus frugilegus Cekija 1996

T.cf.cervi | JX178193 Baltauodegis elnias JAV Fisher et al., 2013
Odocoileus virginianus

T.cf.cervi | JX178196 Baltauodegis elnias JAV Fisher et al., 2013
Odocoileus virginianus

T. Musé Melophagus ovinus | Skotija .

melophagium FN666409 (Seima: Hippoboscidae) (UK) Gibson etal., 2010

T. Musé Melophagus ovinus . .

melophagium HQ664912 (Seima: Hippoboscidae) Kroatija Garciaetal., 2011
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Danielius Stevens et al.,

T. sp. AJ009165 Cervus dama Vokietija 1999
.. Centrinés
T.theileri | KR024688 Musé céce | Afrikos Votypkaetal,
Glossina fuscipes fuscipes . 2015a
Respublika

T. theileri LC618030 Demetas{s clnias Japonija Nepublikuota
Cervus nippon

Démeétasis elnias Cervus

T. theileri LC618031 . Japonija Nepublikuota
nippon

T'. . | MN752212 Ba'ta“‘?deg's.e”?'%s Venesuela Garcia et al., 2020

trinaperronei Odocoileus virginianus

Visos tyrimo metu analizuojamos sekos buvo labai panaSios ar identiSkos. BLAST programos
pagalba, sulyginus gautas su geny banke esanc¢iomis sekomis, nustatyta, jog net 16 seky buvo identiskos
(100 proc.) su Trypanosoma theileri rasimi (LC618030), kurios seka iSskirta i§ démétojy elniy Cervus
nippon méginiy Japonijoje, bei Trypanosoma sp. (AJ009165), iSskirta i§ Danieliaus Cervus dama
Vokietijoje. Taip pat visisku identiSkumu (100 proc.) su Trypanosoma cf. cervi (JX178193) isskirta i$
Baltauodegiy elniy Odocoileus virginianus Jungtinése Amerikos Valstijose, ir Trypanosoma theileri
risimi (KR024688), kurios seka isskirta i§ Centrinéje Afrikos Respublikoje sugautos musés cécé
Glossina fuscipes fuscipes (KR024688), pasizymi 3 S§io tyrimo metu gautos sekos. Likusieji (11)
Trypanosoma sp. izoliatai pasizyméjo 99,60 - 99,73 proc. arba 99,87 proc. panaSumu j Sias dvi rasis.
Trypanosoma theileri ir Trypanosoma cf. cervi seky izoliatai dazniausiai arba tarpusavyje skyrési 1-2
nukleotidais, arba visiskai nesiskyré ir su dauguma seky sudaré vienoda procentinj identiSkuma. Visisky
tapatumu (100 proc.) tarpusavyje pasizymi Trypanoma theileri KR024688, ir T. cf. cervi JX178193
sekos. Svarbu atkreipti démés;j | tai, jog Trypanosoma cf. cervi pavadinime yra naudojama santrumpa
,.cf.«. Si santrumpa paprastai naudojama apibréziant taksona, kurio identifikacija, priskyrimas, dél tam
tikry priezas¢iy yra neaiski, abejotina (Votypka et al., 2015b). Tad neaiskus $io izoliato statusas rodo
galimybe, jog misy méginiuose aptiktos ne atskiros, bet ta pati ra§is. Tyrimo metu visos gautos i$
Tabanidae Seimos Trypanosoma sp. sekos taip pat parodé gimininguma su Trypanosoma melophagium
(FN666409.1, HQ664912.1) ir Trypanosoma trinaperronei (MN752212.1) raisiy izoliatais. Priklausomai
nuo tyrime dalyvaujancios sekos panasumas Sioms rasims varijavo nuo 99,00 iki 99,87 proc.

Palyginus nusekvenuotas 18S SSU rRNR geny sekas, MEGA X programos pagalba, naudojantis
maziausios evoliucijos (,,Minimum-Evolution) metodu (Rzhetsk, Nei, 1992), Kimura-2 parametry
modeliu (Kimura M., 1980), sudarytas filogenetinis medis (10 pav.). Braizant filogenetinj medj buvo
naudojamos 30 tyrimo metu i§ Tabanidae Seimos rusiy gauty ir 9 Fasta formatu i§ Geny banko atsisiysty

seky 1§ 8 Saliy, esanciy skirtinguose zemynuose (8 lentelé). Taip pat atsisiysta dar viena seka — kaip

34



iSoriné grupé pasirinkta Trypanosoma avium seka (U39578), pasizyminti mazdaug 96 — 97 proc.

giminingumu nagriné¢jamoms rusims. Filogenetiniu medziu pavaizduotas Trypanosoma theileri, T. cf.

cervi, T. melophagium ir T. trinaperronei filogenetinis giminingumas su tyrime nustatytomis sekomis.

72
WL

—

——
]

LC6123030 Mypanosoma theileri Cervus nippon

428 Irypanosoma sp., Hvbomitra nitidifrons

413 Trypanosoma sp., Hybomitra muelhfeldi

418 Trypanosoma sp., Hybomitra nitidifrons

310 Dypanosoma zp., Haematopota subeyvlindrica
ATO09163 Trypanosoma sp., Fallow deer Cervus dama
213 Trypanosoma sp., Hybomitra distinguenda

113 Trypanosoma sp., Haematopota pluvialis

328 Trypanosoma sp., Tabanus maculicornis

327 Tmypanosoma sp., Tabanus maculicornis

324 Tirypanosoma sp., Tabanus maculicornis

320 Typanosoma sp., Tabanus maculicornis

319 Tmypanosoma sp., Tabanus maculicornis

314 Dypanosoma zp., Tabanus maculicornis

313 Trypanosoma sp., Tabanus bromius

312 Trypanosoma sp., Tabanus maculicornis

438 Dypanosoma zp., Tabanus bromius

311 Trypanosoma sp., Tabanus bromius

332 Trmypanosoma sp., Tabanus maculicornis

TX178196 Trypanosoma cf’ cervi, Odocoilews virginianus
436 Trypanosoma sp., Tabanus bromius

LC6123031 IMrypanosoma theileri Cervus nippon

326 Iypanosoma sp., Tabanus maculicornis

323 Trmypanosoma sp., Tabanus maculicornis

138 Mypanosoma sp., Haematopoia phodialis
MNT32212 Trypanosoma irinaperronel Odocoileus virginians
37 Imypanosoma sp., Hybomitra lurida

TX178193 Trypanosoma cf cervi, Odocoilews virginiamis
ER024688 Trmpanosoma theileri, Glossina palpalis gambiensiz
426 Trypanosoma sp., Hybomitra nitidifrons

430 Trypanosoma sp., Hybomitra nitidifrons

420 Trypanosoma sp., Hybomitra nitidifrons

413 Trypanosoma sp., Hybomitra bimaculaia

417 Trypanosoma sp., Hybomitra bimaculaia

419 Trvpanosoma sp., Hybomitra lapponica

438 Trypanosoma sp., Tabanus maculicornis

321 Trypanosoma sp., Tabanus maculicornis

FNG666409 Trypanosoma melophagiwn, Melophagws ovines

HQG664912 Tripanosoma melophagion, Melophagus ovinus
U30378 Trvpanosoma aviten, Corvus frugilegus

10 pav. Minimalios evoliucijos Trypanosoma genties atstovy 18S SSU rRNR seky filogenetinis medis.
Ant Saky esancios im¢iy kartojimo (angl. bootstrap) reikSmés yra gautos atlikus 1000 pakartojimy.
Sakos, kuriy verté nesieké 50 proc. — pasalintos (Felsenstein, 1985). geny banko sekos pazymétos tokia

tvarka: GenBank prieigos kodas, patogeno

rusis, Seimininkas lotyny kalba. Darbe gauty seky

jvardijimo tvarka: méginio identifikacinis kodas, vabzdzio riisys. ISoriné grupé — Trypanosoma avium.
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Sudarytas filogenetinis medis i§ Trypanosoma genties individy 18S SSU rRNR geno seky parodé¢,
jog nemaza dalis tiriamy seky pasizymi dideliu panagumu ir susigrupuoja j viena grupe. Sioje grupéje
pasiskirsto 29 sekos, kurias sudaro 23 tyrimo metu isskirtos ir 6 i§ geny banko atsisiystos sekos. Atsiysty
seky tarpe yra ir T. theileri, T. cf. cervi, T. trinaperronei ir Trypanosoma sp. izoliatai. Visos Sioje vietoje
i1Ssidésciusios sekos yra neiSsprestos. Néra pakankamai patikimos informacijos spresti apie tikslesnj jy
evoliucinj i$siskyrimg ir atsiSakojima. Taip pat $ioje grupéje matomi ir keli i$siSakojimai sugrupuojantys
likusias rusis ir teigiantys apie skirtingy risiy artimesnius evoliucinius rySius tarpusavyje. TOKS
atsiskyrimas matomas tarp seky isskirty i§ Tabanidae musiy Tabanus bromius (Nr. 456), Tabanus
maculicornis (Nr. 526) ir i$ démétojo elnio Cervus nippon isskirtos Trypanosoma theileri (LC618031).
Nors, visos 3 sekos pasizymi identisku nukleotidu skai¢iumi ir pozicijomis tarpusavyje (100 proc.),
Nr.456 ir LC618031 sekos vaizduojamos kaip kiek artimesnés. Filogenetinio medzio grupés viduje yra
susidariusi dar viena atskira saka, sugrupuojanti 4 sekas isskirtas i§ Hybomitra lapponica (419), Tabanus
maculicornis (438) ir dviejy Hybomitra bimaculata (413, 417) musiy. Tai parodo, kad $ios $akos izoliatai
turi daugiau panasumy ir skiriasi nuo kity medyje esanciy seky. Visos 4 sekos yra vienodos tarpusavyje,
bet skiriasi nuo kity filogenetiniame medyje 5 arba 6 nukleotidais. Is Tabanus maculicornis isskirta seka
Nr. 521 kur kas labiau nutolo filogenetiniame medyje, nors ir nuo Kity tyrime analizuojamy seky skyrési
ypa¢ nezymiai (vienu nukleotidu). Panasi situacija yra ir su Trypanosoma melophagium protista
koduojanciomis sekomis (FN666409, HQ664912), kurios skiriasi atitinkamai 3 ir 4 nukleotidais.

Ivairuose literatiiros Saltiniuose Trypanosoma theileri, T. cf. cervi, T. melophagium ir T.
trinaperronei rasys daznai gali bati priskiriamos Megatrypanum trypanosomy grupei, nors filogenetinés
analizéje kai kurios jy gali bati priskiriamos ,, Trypanosoma with unspecified subgenus . Sios rasys yra
aptinkamos naminiuose ar laukiniuose atrajotojuose, siejamos su Zzinduoliy pobtriu Ruminantia.
Trypanosoma theileri yra priskiriama tai paciai Megatrypanum trypanosomy grupei, kartu su
Trypanosoma melophagium, o W. Gibsono ir kity moksliniky (Gibson et al. 2010) teigimu dél T. theileri
ir T. melophagium pasizyméjimo ypa¢ artimu genetiniu panasumu, T. melophagium yra nuo T. theileri
atsiskyrusi evoliuciné linija, kuri yra perneSama Melophagus ovinus (Hippoboscidae) musiy, tapo
specifiniy aviy patogenu (Gibson et al. 2010; Magri, 2021).

Aptikti Trypanosoma theileri, Trypanosoma trinaperronei, Trypanosoma melophagium ar
Trypanosoma cf. cervi protistai neparodé reiksmingo specifiskumo tiriamoms Tabanidae Seimos rasims
kaip vektoriams. Greiciausiai, pasiskirstymas skirtingose vabzdziy rusyse priklauso nuo pasiekiamo
uzsikrétusio gyvulio maitinimosi metu. Protisty rasiy jvairové galéty priklausyti nuo geografinés

vietoveés, gyvuliy, auginamy ar paplitusiy $iose teritorijose, ir Tabanidae rasiy polinkio maitintis tam
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tikry stambesniy gyvuliy krauju. ISsamesnei vektoriaus ir patogeno, ar Seiminko ir parazito, santykiy

specifikai ir $ios Trypanosoma grupés evoliucinés linijos i$siskyrimui reikalingi tolimesni tyrimai.
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ISVADOS

Atlikta literatiiros Saltiniy analizé parodé, kad Tabanidae Seimos vabzdziai gali dalyvauti jvairiy ligy
sukéléjy, jy tarpe Trypanosoma sp. ir galimai Afrikinio kiauliy maro viruso, pernesSime.

Tyrimo metu apibiidinus112 Tabanidae Seimos vabzdziy buvo identifikuota 14 rasiy.

Tabanidae Seimai priklausanéiuose vabzdziuose nebuvo aptikta Afrikio kiauliy maro viruso DNR,
todél Siy rasiy dalyvavimas AKM viruso perneSime ir plitime yra mazai tikétinas.

Haematopota pluvialis, H. subcylindrica, Hybomitra bimaculata, H. distinquenda, H. lapponica, H.
lurida, H. muelhfeldi, H. nitidifrons, T.bromius ir Tabanus maculicornis risiy musése nustatyta
Trypanosoma sp. DNR, todél galima teigti, kad $iy rasiy musés pernesa Trypanosoma sp. protistus.
Dalis Trypanosoma sp. seky, iSskirty i§ skirtingy Tabanidae Seimos rasiy atstovy, parodé 100 proc.

tapatuma T. theileri ir T. cf. cervi rasims ir panaSuma su T. melophagium, T. trinaperronei sekomis.
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KAI KURIU RUSIU SPARVU (DIPTERA: TABANIDAE) VAIDMUO LIGU SUKELEJU
PERNESIME

SANTRAUKA

Tabanidae $eimos atstovai — kraujasiurbiai vabzdziai, dél savo gyvenimo biido daznai atliekantys
vektoriy vaidmenj, mechaninio ar biologinio pernesimo biuidais platindami jvairius, tiek nepatogeniskus,
tiek gana pavojingus ligy sukéléjus tarp gyvuliy ar zmoniy. Atskiros Siy vabzdziy rasys maitinasi
specifiniy organizmy krauju ir gali pernesti skirtingus patogenus. Zinios apie atskiry rasiy specifiskuma
pernesti vienus ar kitus ligy sukeléjus leisty geriau suprasti ligy sukelejy plitimo kelius ir suteikty
galimybe imtis efektyvesnés jy kontrolés platinimo teritorijose.

Sio bakalauro darbo rengimo metu buvo siekta iSsiaidkinti skirtingy Tabanidae Seimai
priklausanciy rasiy vaidmenj dviejy zinomy patogeny, Afrikinio kiauliy maro viruso ir Trypanosoma
genties protisty, perneSime. I§ SeSiy teritorijy surinkti Tabanidae vabzdziai buvo identifikuoti
morfologiniy tyrimy pagalba. Identifikuota 14 rasiy, didziausia vabzdziy jvairové rasta llgakiemyje
(Kauno raj.). Molekuliniy tyrimy pagalba i§ vabzdziy buvo iSskiriama DNR, kuri toliau buvo tikrinama
siekiant nustatyti ligy sukeéléjy buvima juose. Nebuvo aptiktas né vienas Afrikinio kiauliy maro viruso
atvejis, kuris leisty jvardyti Tabanidae musiy svarbg jo pernesime. Tuo tarpu, 50,5 proc. (51/101) tikrinty
vabzdziy buvo aptikta Trypanosoma genties protisty DNR. I§ 14 analizuoty Tabanidae Seimai
priklausanciy riisiy, 10 turéjo Trypanosoma sp. DNR. Molekuliniai tyrimai leido toliau identifikuoti
Siuos protistus iki rasies lygio parodant 100 proc. tapatuma su T. theileri, T. cf. cervi rasimis, bei didelj
panasuma T. melophagium ir T. trinaperronei rasiy sekoms. Darbo metu gauta informacija apie atskiry
Tabanidae risiy galimg dalyvavima Trypanosoma sp. perneSime, todé¢l reikalingi tolimesni i§samesni

tyrimai, kurie galéty prisidéti prie strategijy kovai su patogenais kiirimo.
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ROLE OF SOME HORSEFLY SPECIES (DIPTERA: TABANIDAE) IN THE TRANSMISSION OF
DIFFERENT DISEASE AGENTS

SUMMARY

Tabanidae family consist of haematophagous insects, that due to their lifestyle play a role as vectors
in the mechanical and biological transmission of large variety of disease agents. Due to various resasons,
such as host prefencence, distinct species of Tabanidae flies can act as vectors to different pathogens.
Knowledge of what kind of pathogens are being tramsmittend by specific species would allow a better
understanding how these disease agents are being spread and help comming up with better, more
effective control programs.

The main aim of this work is to determine the role of dfferent tabanid species in the transmission
of two disease agents: African swine fever virus and Trypanosoma genus protists. Fourteen different
Tabanidae fly species were identifiend from six areas in Lithuania. With the help of molecular tests,
isolated DNR from the insects was checked to determine the presence of pathogens in them. There were
no cases of African swine fever virus detected in Tabanidae flies. Meanwhile, 50,5% (51/101) of tested
insects had Trypanosoma sp. in their system. Out of 14 species analyzed in this work, the protists were
present in 10 of them. Molecular tests allowed the further identification of these protists showing high
identity (100 percent) that of a T. theileri, T. cf. cervi and similarity with T. melophagium and
Trypanosoma trinaperronei species. The collected information on the Tabanidae species® ability to

transmit parhogens may contribute to the development of pathogen control strategies.
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